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IPC REF / 09120127730169
UDI-DI
GINA 500 REF / 09120127730244
UDI-DI
GINA 500 + purifikace DNA u%ﬁ){ 09120127730145

Souprava pro obohacovani bakterialni a houbové DNA z lidské krve (+ purifikace DNA) vcetné interni kontroly
procesu (IPC)

LINA REF / 09120127730152
UDI-DI

Modulacni pufr pro bezextrakéni testovani bronchoalveolarni lavaze (BAL) a krevni kultury (BC)

PCR-Box Bacteria/ Resistance / Fungi / IPC UFSIEIE{ 09120127730084
REF / 09120127730107
UDI-DI
REF / 09120127730091
UDI-DI
REF / 09120127730114
UDI-DI
hybcell Bacteria/ Fungi / Pathogens DNA xB UFSIEIE{ 09120127730053
REF / 09120127730060
UDI-DI
REF / 09120127730077
UDI-DI

Multiplexni testy DNA pro detekci bakterialni 16S DNA a bakterialnich markerovych geni rezistence vici
antibiotikiim z lidskych vzork( s indikaci homologie se znamymi typickymi bakterialnimi kmeny a detekci 28S DNA
hub z lidskych vzorku s indikaci homologie se znamymi typickymi kmeny hub.
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1. Vysvétleni symbolt

Symbol Vysvétleni
C E Oznaceni CE.
IVD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro.
d Vyrobce.
EXP Datum expirace.
REF Katalogové &islo, UDI-DI.
SN Sériové &islo.

Odkaz na navod k pouziti.

Pouzijte pouze jednou. Nepouzivejte znovu.

Spotrebujte do data.

Teplotni mez pro skladovani.

Dostate¢né pro <n> testu.

Kontrolni material.

H225 Vysoce hoflava kapalina a pary.

H301 Toxicky pfi poziti.

H315 Zpusobuje podrazdéni kize.

H318 Zpusobuje vazné poskozeni oci.

H319 Zpusobuje vazné podrazdéni oci.

H371 Muze zplsobit poSkozeni organd.

H412 Skodlivy pro vodni organismy s dlouhodobymi G&inky.

P210 EJc’hovéveth mimp do’sar] tepla, hsnrchh povrchd, jisker, otevieného ohné a

jinych zdroji vzniceni. Zakaz koufeni.

P233 Uchovavejte nadobu tésné uzavienou

P260 Nevdechujte prach/dym/plyn/mlhu/vypary/aerosol.

pP273 Zabrante uniku do zivotniho prostfedi.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranu oci/ochranu obliceje.
P301+P310 PRI POZITi: Okamzité zavolejte TOXIKOLOGICKE CENTRUM / Iékate.

pansipasiepsss | ZASAZEN] OCL Nkolk it open coecufe i, e ik

P337+P313 Pokud podrazdéni oli pretrvava: Vyhledejte Iékafskou pomoc/péci.
P370+P378 :)/F&iip;?-dé pozaru: K haSeni pouzijte pisek, snéhovy nebo praskovy hasici
P403+P235 Skladujte na dobfe vétraném misté. Uchovavejte v chladu.
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P501

Obsah/nadobu zlikvidujte v souladu s
mistnimi/regionalnimi/narodnimi/mezinarodnimi pfedpisy.
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2. Uvod a zamyslené pouziti

Zamyslené pouziti

Produkty popsané v tomto navodu Kk pouziti jsou kombinovany za ucelem detekce
(pfitomnost/nepritomnost) a identifikace (druh, rod) bakterii, gentli rezistence vici antibiotikiim a hub v
lidskych vzorcich na zakladé analyzy kratkych sekvenci DNA mikrobialniho genomu.

Produkty jsou uréeny k detekci i velmi nizkych koncentraci bakterialni a/lnebo houbové DNA pfimo ze
vzorkl, jako je plna krev EDTA. V duasledku toho neni pro diagnostiku infekce nutna kultivace vzorku a
doba do dosazeni vysledku se ve srovnani s béznymi mikrobiologickymi kultivaénimi metodami vyrazné
zkracuje.

Nasledujici vzorky — vyzaduji rdzné apravy vzorkia (bud’ postup GINA, nebo LINA) — maji rizna zamyslena
pouziti:
1. Vzorky EDTA (plna krev): Hodnoceni sepse, bakteriémie, kandid6zy.

2. Bronchoalveolarni lavaz (BAL): Hodnoceni pneumonie.
3. Pozitivni kultivace krve: Identifikace bakterii a hub po kultivaci krve.

Produkty nejsou uréeny k poskytovani informaci o mnozstvi mikroorganismi ve vzorku.

Testy mohou provadét pouze profesionalni uzivatelé, ktefi byli vySkoleni v jeho pouzivani v odpovidajicim
laboratornim prostredi.

Obecné informace

Identifikace plvodce pfimo z pIné krve umoznuje v€asnou cilenou antimikrobialni Ié¢bu. Cilena antimikrobialni
|é¢ba je predpokladem Uspésné Iécby infekce a omezeni ¢asto zavaznych nezadoucich uéinku, které mohou v
kone¢ném dusledku vést az k umrti pacienta. Konvenéni kultivaéni metody mohou selhat pfi ziskavani véasnych
vysledkdl, zejména pokud je plvodcem onemocnéni rychle se mnozici bakterie (napf. Bordetella pertussis), ktera
vyzaduje zvlastni podminky ristu, pomalu se mnozici bakterie (napf. Helicobacter pylori, ktera potfebuje ke
kultivaci az 7 dni) nebo houby (napf. Candida glabrata). Zejména v takovych pfipadech mize byt v€asna
identifikace mikroorganism( pomoci Cube Dx pro pacienty pfinosna.

Tyto produkty jsou v8ak urCeny k doplikovému pouziti pfi kultivaci krve. V Zzadném pfipadé nemaji nahradit
techniky kultivace krve. Vysledky ziskané z pfimého krevniho testu by mély byt interpretovany spolu s dalSimi
relevantnimi klinickymi a laboratornimi nalezy, aby pomohly pfi poskytovani cilené 1é¢by pacientdm s podezfenim
na sepsi.

Obcas se mohou vyskytnout protichudné vysledky kultivace krve: napfiklad produkty mohou vykazovat negativni
vysledek, zatimco vysledek kultivace krve je pozitivni a naopak. Tyto rozdily mohou byt disledkem velmi nizkého
poctu mikroorganismu v krvi pacienta, protoze pro test se odebira pouze 0,5 ml vzorku (ve srovnani s 2x10 mi
pro kultivaci krve). Dal§im divodem muze byt vyskyt vzacnych typovych kmen(, které nebyly pfi navrhu testu
zohlednény, nebo zasadni rozdily v zakladnich technologiich pro odecet vysledku (genetické informace zalozené
na vybranych typovych kmenech vs. proteinové vzorce pouzivané MALDI-TOF).

Rozdilné ¢asové okamziky odbéru vzorkli mohou rovnéz vést k rozdilnym vysledkdm. Dlrazné doporucujeme
odebirat vzorky EDTA sou€asné s odbérem vzorkd krevnich kultur — pokud mozno jeSté pfed podanim
antimikrobialnich latek.

Tento test je tfeba provadét tak, jak je navrzeno v této pfiru¢ce, preruSeni pracovniho postupu, napfiklad
zmrazenim eluatu na nékolik dni, mdze rovnéz zmeénit vysledky.
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IPC, GINA 500, GINA 500 + purifikace DNA

Soupravy GINA pro obohacovani patogent (a purifikaci DNA) odstrariuji z pIné krve a dalSich lidskych vzorku
naprostou vétSinu lidskych (krevnich) bunék a bunéénych zbytkd. Cilem postupu je vyrazné zvysit procento
patogenni (bakterialni a houbové) DNA intaktnich mikroorganism( v poméru k lidské DNA ve vysledném roztoku
a zajistit lepSi podminky pro nasledné reakce PCR. Intaktni mikroorganismy jsou ty, které jsou stale Zivotaschopné
(aktivni nebo oslabené (= inhibované ve svém rustu napf. podavanim nékterych antibiotik)). Naopak, béhem
procesu jsou odstranény poskozené mikroorganismy a volnd DNA. Test poskytuje vysledky bez zkresleni v
zavislosti na vlastnostech raznych mikroorganisma.

V dasledku toho jsou pro nasledné procesy (kompaktni sekvenovani) relevantni pouze mikroorganismy, které
jesté mohou pacientovi uskodit. Nékteré antimikrobialni latky se zaméfuji na prevenci ristu, ale mikroby nenici.
V takovych pfipadech se mikroorganismy neodstranuji, protoZe jsou stale intaktni. Po ukon€eni antimikrobialni
IéCby predstavuji tyto mikroorganismy pro pacienta riziko.

Druhym zakladnim rysem obohacovani patogend GINA je vysoce uc¢inna a efektivni lyza bakterialnich a
houbovych bunék (po obohaceni).

Koncepce zajisténi kvality pro takto vysoce citlivou molekularni identifikaci patogent z lidskych vzork( musi
zajistit, aby negativni vysledky byly zplsobeny pouze negativnimi vzorky — a nikoliv chybami pfi zpracovani
vzorku. Pfisna kontrola procesu proto musi projit stejnymi postupy jako samotny vzorek — aniz by doslo ke snizeni
citlivosti testd. Interni kontrola procesu (IPC) spole¢nosti Cube Dx se sklada ze zmrazeného biologického
materialu rozpusténého v lidském vzorku pfed zahajenim procesu obohacovani. IPC prochazi stejnymi
extrakénimi postupy jako samotny vzorek. Nasledna PCR a test hybcell (pokud je amplikon pfenesen) potvrzuji
pritomnost DNA IPC, a tedy platnost vysledkd.

Pro zpracovani souprav GINA je zapotfebi stolni centrifuga s rotorem pro 2ml zkumavky, ktera muze pojmout 11
000 g (napf. Eppendorf, Hermle atd.), a bézny termoblok (napf. Analytic Jena, Coyote Bioscience), ktery se mlze
zahtat na 100 °C.

LINA

Identifikace patogen(i a gen( rezistence vuéi antibiotikim by méla byt jednoducha a rychla. Pfenosovy a
modulaéni pufr LINA zkracuje dobu molekularni identifikace, protoze eliminuje procesy extrakce RNA/DNA a
umozfiuje pfimou PCR.

Tento pufr je ur€en pro pouziti se vzorky obsahujicimi velké mnozstvi mikroorganisml, napfiklad
bronchoalveolarni lavaz (BAL) pfi diagnostice pneumonie a pro pozitivni kultivaci lidské krve.

Spole¢né s produkty PCR Cube Dx (Bacteria, Fungi, Resistance) dokaze hybcell pro identifikaci patogenu urcit
mikroorganismy a geny rezistence za méné nez 2 hodiny!

Postup musi byt provadén v prostiedi vhodném pro molekuldrné biologické testovani. To zahrnuje pipety bez
DNA a DNazy, oddélené mistnosti pro izolaci DNA a amplifikaci/detekci a moznost dekontaminace UV svétlem.
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PCR-Box Bacteria / Resistance / Fungi / IPC
hybcell Bacteria / Fungi / Pathogens DNA xB

Testy PCR-Box Bacteria, PCR-Box Fungi, PCR-Box Resistance a kvalitativni testy hybcell Bacteria DNA xB,
hybcell Fungi DNA xB a hybcell Pathogens DNA xB jsou in vitro testy pro detekci a identifikaci bakterii,
mechanism0 rezistence vici antibiotikim a hub z lidskych vzorkd na zakladé homologie bakterialni 16S DNA,
genu rezistence a houbové 28S DNA. PCR-Box IPC amplifikuje DNA IPC (Internal Process Control) pfidanou do
pocatecniho vzorku krve EDTA zpracovaného pomoci GINA. Test by mohl v kombinaci s dalSimi klinickymi
informacemi podpofit [é€ebné kroky pfi podezfeni na (zavazné) bakterialni a/nebo houbové infekce.

Bakterie a geny rezistence vuci antibiotikim potencialné prokazané pomoci hybcell Bacteria DNA xB a hybcell
Pathogens DNA xB:

Kultivace krve . Sepse . Pneumonie
Rod Druhy
Abiothrophia Abiotrophia defectiva
Acinetobacter Acinetobacter baumannii

Acinetobacter calcoaceticus komplex

Actinobacillus Actinobacillus pleuropneumoniae
Anaerococcus

Bacteriodes Bacteroides fragilis

Bordetella Bordetella pertussis

Borreliella

Borreliella burgdorferi

Brucella

Burkholderia Burkholderia cepacia komplex
Burkholderia pseudomallei

Campylobacter

Citrobacter Citrobacter koseri

Citrobacter freundii komplex

Corynebacterium
Corynebacterium diphtheriae

Corynebacterium jeikeium

Corynebacterium ulcerans

Enterobacter Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae komplex

Enterococcus Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Escherichia Escherichia coli

Finegoldia Finegoldia magna

Fusobacterium

Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium necrophorum

Granulicatella Granulicatella adiacens
Strana 7 z 39

“ Cube Dx GmbH, WestbahnstraRRe 55, A-4300 St. Valentin / Rakousko,info@cubedx.com, www.cubedx.com
Spole¢nost Cube Dx vyviji a vyrabi systémy a testy pro klinickou diagnostiku. Nase produkty — testy na zakladé bilkovin a DNA — maji za cil uspokojit poptavku ve zdravotnictvi a prosadit technologii hybcell jako standardni v
ramci multiplexni diagnostiky.
Tento produkt je uréen pro pouZziti s certifikaci CE-IVD. Informace, popisy a specifikace v této publikaci mohou byt zménény bez pfedchoziho upozornéni. Spole¢nost Cube Dx GmbH neodpovida za chyby obsaZené v tomto
materidlu ani za nahodné nebo nasledné skody v souvislosti s poskytnutim, provedenim nebo pouZitim tohoto materialu.

[Wo] C€


mailto:info@cubedx.com
http://www.cubedx.com/

Navod k pouziti Pathogens xB CZ 2023-10-24

Haemophilus Haemophilus haemolyticus
Haemophilus influenzae

Helicobacter Helicobacter pylori

Klebsiella Klebsiella aerogenes
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae

Legionella Legionella pneumophila
Listerie

Moraxella Moraxella catarrhalis
Morganella Morganella morganii
Neisseria Neisseria meningitidis
Pasteurella Pasteurella multocida
Prevotella Prevotella buccae

Prevotella intermedia

Propionibacterium

Propionibacterium acnes

Proteus
Proteus mirabilis
Providencia Providencia stuartii
Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas non-aeruginosa
Salmonella Salmonella enterica
Serratia Serratia marcescens
Staphylococcus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus non-aureus
Stenotrophomonas Skupina Stenotrophomonas maltophilia
Streptococcus
Skupina Streptococcus anginosus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus gordonii
Skupina Streptococcus mitis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Skupina Streptococcus salivarius
Yersinia Yersinia enterocolitica
Yersinia pseudotuberculosis komplex
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Rezistence Geny rezistence
Rezistence k vankomycinu vanA

vanB

Pozitivni
Rezistence vacéi meticilinu mecA

mecC

Betalaktaméaza/karpabenemaza CTX ml1/m3
IMP
Negativni KPC

NDM
OXA48

Houby potencialné prokazané pomoci hybcell Fungi DNA xB a hybcell Pathogens DNA xB:

Rod Druhy
Aspergillus
Aspergillus clavatus
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus terreus
Candida
Candida albicans
Candida dubliniensis
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Nakaseomyces Candida glabrata
Clavispora Candida auris
Cladosporium
Filobasidiella Cryptococcus neoformans
Cryptococcus gattii
Fusarium Fusarium oxysporum komplex druh(
Fusarium solani species komplex
Pichia Pichia kudriavzevii
Pneumocysta Pneumocystis jirovecii
Pneumocystis murina
Saccharomyces
Saccharomyces cerevisiae
Scedosporium

Test Ize pouzit pro rizné diagnostické aplikace, ale ne vSechna zacileni na bakterie a houby jsou relevantni pro
vSechna pouziti. Proto je mozné v softwaru hyborg zuzit rozsah vysledkl zpravy definovanim profilu (vybérem
cild, které maiji byt ve zpravé zohlednény).

Test musi byt proveden v prostfedi vhodném pro molekularné biologické testovani. To zahrnuje pipety bez DNA
a DNézy, oddélené mistnosti pro izolaci DNA a amplifikaci/detekci a moznost dekontaminace UV svétlem.

K potfebnému vybaveni patfi mraznic¢ka (-15 az -25 °C) a stal pro DNA. Materialy vzorku jsou roztoky obsahujici
DNA, ktera byla extrahovana vhodnym produktem/postupem extrakce DNA.
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Pro zpracovani PCR-Box Bacteria, PCR-Box Resistances, PCR-Box Fungi a PCR-Box IPC je zapotfebi bud
gPCR zafizeni (bud Rotor-Gene od Qiagen; CFX96 od Biorad nebo Quantstudio od Thermo), nebo termocyklovaé
(T-Personal od Analytic Jena).

Pro zpracovani hybcell Bacteria DNA xB, hybcell Fungi DNA xB nebo hybcell Pathogens DNA xB je vyzadovano
zafizeni hyborg Dx RED2 s pfedinstalovanym softwarem hyborg (Cube Dx).

Vysledky testu je tfeba hodnotit v kontextu zdravotnické dokumentace pacienta, jeho klinického stavu a dalSich
nalezu.
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3. Technicky popis

Priibéh sepse nebo jinych zavaznych infekci a zejména Sance na uzdraveni a preziti zavisi na v€asné identifikaci
puvodce (puvodcu).

Sance na preziti a uzdraveni po prodélané sepsi a jinych zavaznych infekcich Ize zvysit véasnou identifikaci a
cilenou Ié¢bou puvodce (plvodcu).

IPC, GINA 500, GINA 500 + purifikace DNA

Interni kontrola procesu (IPC) od Cube Dx sestava ze zmrazeného biologického materialu, ktery se pred
obohacenim rozpusti ve vzorku. Tento biologicky material je podobny patogennim mikroorganismdm
zpusobujicim sepsi nebo jiné zavazné infekce.

Souprava GINA 500 (pro 500 ul tekutého vzorku, s nebo bez purifikace DNA) je uréena pro rutinni klinické pouziti
k obohaceni patogenni (bakterialni, houbové) DNA. Po obohaceni se roztok purifikuje a eluat Ize pouzit v reakcich
PCR (napf. bakterialni DNA, houbova DNA, markerové geny rezistence). Pokud byly ve vzorku amplifikovany
produkty PCR, Ize pomoci kompaktniho sekvenovani Cube Dx snadno identifikovat pfisluSny patogen.

Sada je zaloZena na nasledujicich procesnich krocich:

= Lyza a odstranéni lidskych bunék: K vzorku se pfida roztok LE a vétSina lidskych bunék (a bunék rusivych
patogenu) se lyzuje a odstrani po centrifugovani.

= Lyza patogennich bunék: Pfida se roztok NA a inkubuje se. Peletované burky patogenu se lyzuiji.

= Neutralizace: Lyzat se pfevede do roztoku T, aby se zastavil proces lyzy a neutralizoval vysledny roztok.

= VCetné purifikace DNA: k purifikaci DNA z roztoku GINA se pouziva technologie spinové kolony.

Vysledek muzZe byt zkresleny v dusledku povahy vzorku, chyb pfi postupu (nizké mnoZstvi DNA,
kontaminace mikroorganismy/ DNA z prostredi), jinych vlivii (degradovana DNA, kontaminace
chemikaliemi) nebo technickych chyb.

Nasledujici okolnosti zhorSuji vysledky vzorku:
= Doba mezi odbé&rem vzorku (krve) a zahajenim pfipravy vzorku je delSi nez 4 hodiny.

=  Skladovani vzorku v dob& mezi odbérem a zahajenim pfipravy vzorku neni v souladu se specifikacemi
(uvedeno: skladovat v suchu a pfi teploté mezi 4 °C a 8 °C, viz kapitola o skladovani a dobé pouzitelnosti).

LINA

LINA je 8 ml pufru naplnéného v jedné zkumavce pfipravené k pouziti. Pufr zfedi veSkeré inhibitory PCR ve
vzorku, takze jiz nebudou uc¢inné. Smés pufrd se vzorky se prenasi pfimo do reakci PCR (bez dal$iho extrakéniho
procesu). Kratky a jednoduchy protokol vyrazné zkracuje dobu potfebnou k ziskani vysledku.

Vysledek muizZe byt zkresleny v disledku povahy vzorku nebo chyb pFi postupu (napf. nizky pocet
mikroorganismu ve vzorku nebo technické chyby).

Nasledujici okolnosti zhorSuji vysledky vzorku:

= Pouziti vétsiho objemu vzorku, nez je uvedeno (zvySuje mnozstvi inhibitort).
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PCR-Box Bacteria/ Resistance / Fungi / IPC
hybcell Bacteria / Fungi / Pathogens DNA xB

Testy hybcell Bacteria DNA xB, hybcell Fungi DNA xB a hybcell Pathogens DNA xB a jejich souvisejici reakéni
smés pro PCR — PCR-Box Bacteria, PCR-Box Resistance, PCR-Box Fungi a PCR-Box IPC — jsou uréeny pro
rutinni klinické pouziti k detekci a identifikaci patogennich bakterii a jejich markerovych genu rezistence vUci
antibiotikim a patogennich hub pomoci DNA extrahované ze vzorkd, jako je plna krev nebo pozitivni kultivace
krve. PCR-Box IPC amplifikuje DNA z IPC a potvrzuje platnost testovaciho postupu pozitivnim vysledkem IPC na
hybcell.

Test je zvlasté uzitecny u pacientd, ktefi potfebuji okamzitou a specifickou antimikrobialni Ié¢bu (napf. sepse), u
pacient(, ktefi jiz podstoupili [é€bu antibiotiky/antimykotiky (protoze kultivace by pak mohla byt znemoznéna),
nebo v pfipadé, Ze je obtizné kultivovat plvodce onemocnéni.

Test je zalozen na nasledujicich procesnich krocich/principech testu:

= Amplifikace DNA — detekce bakterii/hub/markerli genl rezistence: lzolovana DNA se amplifikuje
polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Cilovymi oblastmi jsou 16S rDNA bakterii, 28S rDNA hub a
pfislusné markerové geny rezistence. Béhem amplifikace jsou jednotliva viakna DNA oznacena
fluorescenénim barvivem. Pfi pouziti zafizeni qPCR lze z vyslednych amplifikacnich kfivek odvodit
pritomnost bakterii, hub nebo markerovych genu rezistence.

= |dentifikace: Kvalitativni analyza se provadi pomoci kompaktniho sekvenovani. Amplikony se vazou na své
komplementarni, imobilizované sondy, které jsou v pfipadé dokonalé shody (prodlouzeni primeru)
prodlouzeny vysoce specifickou DNA polymerazou. Nespecifické amplikony a neprodlouzené primery jsou
odstranény béhem pfisnych promyvacich krokd. Hyborg (pfistroj pro analyzu) skenuje a analyzuje specifické
fluorescenéni signaly.

Vysledek mizZe byt zkreslen v disledku chyb pFi pFipravé vzorku (nizké mnoZstvi DNA, kontaminace
patogeny z prostredi/ DNA) nebo jinych vlivii pFi pfipravé (degradovana DNA, kontaminace chemikaliemi),
technickych chyb nebo chyb pfi amplifikaci ¢i identifikaci. Pokud existuje podezreni, Ze vysledek je
nespravny nebo znehodnoceny, nemél by byt bran v dvahu. | kdyz by interni kontroly mély vyradit nejvice
chybné vysledky, nékteré z téchto vysledkit mohou ziistat nepokryté.

Nasledujici okolnosti zhorsuji vysledky vzorku:
= Doba mezi odbérem vzorku a zahajenim pfipravy vzorku je delSi nez 4 hodiny

= Skladovani vzorku mezi odb&rem vzorku a zahajenim pfipravy vzorku neni v souladu se specifikacemi
(specifikovano: skladovat v suchu a pfi teploté mezi 4 °C a 8 °C, viz kapitola o skladovani a dobé
pouZzitelnosti).
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4. Soucasti produktu

Interni kontrola procesu (IPC):

= |PC (REF/UDI-DI 09120127730169): uchovavejte zmrazené pfi teploté -15 az -25 °C
o 25x20ulIPC
(25 x samostatné balené 0,5 ml mikrozkumavky s biologickym materidlem (IPC, kazda 20 pl))

K obohaceni patogen(l (bakterii a hub) z 500 pl (nebo méné) vzorku jsou zapotfebi nasledujici specifické
produkty:
= GINA 500 (REF / UDI-DI 09120127730244): skladujte pfi pokojové teploté (8 az 25 °C)
o 2 Xx 25 LE roztok (1400 pl); (2 x 25 x 2ml zkumavky se Zlutym uzavérem)
o 1x 12 mlroztoku NA (€ervena znacka na lahvi¢ce a uzavéru)
o 1x25mlroztoku T (zelena znacka na lahvi¢ce a uzavéru)

Pro obohaceni patogenu (bakterii a hub) a purifikaci RNA/DNA z 500 pl (nebo méné) vzorku jsou zapotfebi
nasledujici specifické produkty:
" GI)NA 500 + DNA Purification (REF / UDI-DI 09120127730145): uchovavejte pfi pokojové teploté (8 az 25
°C
o 2 x 25 LE roztok (1400 pl); (2 x 25 x 2ml zkumavky se Zlutym uzavérem)
o 1 x12 mlroztoku NA (Cervena znacka na lahvi¢ce a uzavéru)
o 1x25mlroztoku T (zelena znacka na lahvi¢ce a uzavéru)
o 1 x 30 ml promyvaciho pufru BW (Iahev)
o 1 x 60 ml promyvaciho pufru B5 (lahev)
o 1 x 13 ml eluéniho pufru BE (lahvicka)
o 50 x kolona
o 50 x odbérova zkumavka

o 50 x eluéni zkumavka

K pfimému testovani vzorkd s velkym mnozstvim mikroorganismua (pozitivni kultivace krve, BAL) je zapotfebi
nasledujici specificky produkt:
= LINA (REF / UDI-DI 09120127730152): skladujte pfi pokojové teploté (8 az 25 °C)
o 50 x LINA (8 ml)

K detekci bakterii jsou zapotfebi nasledujici specifické produkty:

= PCR-Box Bacteria (REF / UDI-DI 09120127730084): uchovavejte zmrazené pfi teploté -15 az -25 °C
o 12 x 20 pl PCR master mix Bacteria Rev.2
(12 x samostatné balenych 0,2ml PCR zkumavek s PCR master mix Bacteria (kazda 20ul))

K detekci markerovych genu rezistence jsou zapotfebi tyto specifické produkty:
= PCR-Box Resistance (REF / UDI-DI 09120127730107): uchovavejte zmrazené pfi teploté -15 az -25 °C

o 12 x 20 pl PCR master mix Resistance Rev.2
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(12 x samostatné balenych 0,2ml PCR zkumavek s PCR master mix Resistance (kazda 20ul))
K detekci hub jsou zapotfebi nasledujici specifické produkty:

= PCR-Box Fungi (REF / UDI-DI 091201277300921): uchovavejte zmrazené pfi teploté -15 az -25 °C
o 12 x 20 pl PCR master mix Fungi Rev.2
(12 x samostatné balenych 0,2ml zkumavek PCR s PCR master mix Fungi (kazda 20ul))

K detekci IPC DNA jsou zapotrebi tyto specifické produkty:
= PCR-Box IPC (REF / UDI-DI 09120127730114): uchovavejte zmrazené pfi teploté -15 az -25 °C
o 12 x 20 pL PCR master mix IPC Rev.2
(12 x samostatné balenych 0,2ml zkumavek PCR s PCR master mix IPC (kazda 20pl))

K identifikaci bakterii a markerovych gen(l rezistence jsou zapotfebi nasledujici specifické produkty (kromé
obecnych pufrli pro zafizeni hyborg):
= Soupr)ava hybcell Bacteria DNA xB (REF / UDI-DI 09120127730053): skladujte pfi pokojové teploté (8 az
25°C
o 24 x hybcell Bakterialni DNA xB Rev.2
(24 x samostatné balené hybcells Bacteria DNA xB)
o 24xviko
o 1x PPE aditivum (900 pl)

K identifikaci hub jsou zapotfebi nasledujici specifické produkty (kromé obecnych pufrl pro zafizeni hyborg):

= Souprava hybcell Fungi DNA xB (REF / UDI-DI 09120127730060): skladujte pfi pokojové teploté (8 az 25
QC)

o 24 x hybcell Fungi DNA xB Rev.2

(24 x samostatné balené hybcells Fungi DNA xB)
o 24xviko
o 1x PPE aditivum (900 pl)

K identifikaci bakterii, hub a markerovych genu rezistence jsou zapotfebi nasledujici specifické produkty (kromé
obecnych pufrd pro zafizeni hyborg):
= Souprava hybcell Pathogens DNA xB (REF / UDI-DI 09120127730077): skladujte pfi pokojové teploté (8
az 25 °C)
o 24 x hybcell Pathogens DNA xB Rev.2
(24 x samostatné balené hybcells Pathogens DNA xB)
o 24xviko
o 1x PPE aditivum (900 pl)

Davejte pozor, abyste nemichali soucasti riiznych Sarzi!
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5. Skladovani a doba pouzitelnosti

Produkty

Minimalni trvanlivost produktl je zaru¢ena pouze tehdy, pokud jsou béhem pfepravy a skladovani zajistény
pozadované teplotni a vlhkostni podminky. Datum pouzitelnosti produktl je uvedeno na etiketach produktu.

e GINA 500, GINA 500 + DNA Purification, LINA, hybcells (Bacteria DNA xB / Fungi DNA xB / Pathogens
DNA xB) a jejich PPE aditiva jsou dodavany pfi pokojové teploté a musi byt skladovany pfi teploté 8 az
25 °C.
e IPC, PCR-Box Bacteria, PCR-Box Resistance, PCR-Box Fungi a PCR-Box IPC se dodavaji zmrazené a
musi se skladovat pfi teploté -15 az -25 °C.
Pokud je ochranny uzavér hybcells nebo jakykoli jiny obal (napf. jakakoli zkumavka) poskozen / nebo
uplynula minimalni doba pouzitelnosti, nesmi se produkt/soucédst pouZzit. hybcells se musi pouzit
okamzité po otevieni ochranného uzavéru. Je tfeba se vyhnout opakovanym cyklim zmrazovani a
rozmrazovani (> 2x) PCR-boxi. Opakované rozmrazovani a zmrazovani ni¢i IPC a je tfeba se jim vyhnout.
IPC je tfeba pouzit ihned po otevieni zkumavky.

Vzorky

Krev

e Pro dosazeni optimalnich vysledkl skladujte v chladu (mezi 4 °C a 8 °C) a v suchu po dobu maximalné
4 hodin. Skladovani vzork( za téchto podminek je pfipustné maximalné po dobu 48 hodin.
o Nezmrazujte krev!

e Pro dosazeni optimalnich vysledkd skladujte v chladu (mezi 4 °C a 8 °C) a v suchu po dobu maximalné
4 hodin. Skladovani vzorkd za téchto podminek je pfipustné maximalné po dobu 48 hodin.
e Vyhnéte se zmrazeni. Pokud je nutné vzorky zmrazit, uchovavejte je pfi teploté mezi -15 °C a -25 °C.

Kultivace krve

e Uchovavejte v chladu (mezi 4 °C a 8 °C) a v suchu po dobu az 48 hodin.
e Skladujte ve zmrazeném stavu (pfi teploté -15 °C az -25 °C).
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6. Pozadované vybaveni

K provedeni testu je zapotiebi nasledujici vybaveni:

Pozadované prislusenstvi / vybaveni REF / UDI-DI
Minicentrifuga (0,2 ml rotor) Thermo?!: MySpin
Mini Vortex Mixer Fisher Scientific?

Mraznicka (-20 °C)

Starlab?® (priklad):

Laminarni stl pro PCR s UV svétlem
PEQLAB* (pfiklad):

Pracovni stanice PCR

Stll pro DNA

Pipety: GILSONS:
= 20 -200 pl PIPETMAN P200N
= 100 - 1000 pl PIPETMAN P1000N

Standardni stolni centrifuga

6.
(S rotorem pro 2 ml zkumavky) Eppendorf®:

Centrifuga 5430

Coyote Bioscience’
H203-H

Standardni termoblok

Qiagené:
Rotor-Gene
Biorad®:

gPCR zafizeni nebo termocyklovaé CFX96
Thermo?©
Quantstudio 3/5

Analytik Jenal®;
Termocyklovac¢ T-Personal (Biometra)

. . . Cube Dx:
Systémova kapalina —1|, vystaci na 8 tydn( 09120127730022
Cube Dx:
PE pulfr 11, dostate&ny pro 96 hybcell 09120127730138
Hyborg Cube Dx: 09120127730015

hyborg Dx RED2

PoZadované pfislusenstvi.

www.thermofisher.com / order / catalog / product / 75004081

www.fishersci.com / shop / products / variable-speed-mini-vortex-mix / 14955163
www.starlab.de

www.peglab.de

www.gilson.com

www.eppendorf.com

www.coyotebio.com

www.giagen.com
www.bio-rad.com

O oo NOOTULLD WNPRE

10 www.thermofisher.com

11 www.biometra.com
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7. Proces testovani

! Pfed zahajenim procesu testovani. Presvédcte se, ze je pristroj hyborg pripraven k
provozu!
= Zkontrolujte, zda je pfistroj hyborg zapnuty (zkontrolujte obrazovku pfistroje — dalSi podrobnosti naleznete v
prirucce k pfistroji hyborg Dx).
= Zkontrolujte, zda je pfistroj hyborg vybaven dostate¢nym mnozstvim systémové kapaliny a pufru PE. Pokud
ne, tyto kapaliny doplfite.
= V pfipadé potfeby vyprazdnéte odpadni nadobu (poloha W).

= Zkontrolujte, zda je k dispozici potfebny protokol (pokud ne, nahrajte protokol, dal$i podrobnosti naleznete v
prirucce k pfistroji hyborg Dx).

VSimnéte si, ze nékteré kroky postupu vyzaduji pfipravu vybaveni nebo ¢inidel. Protoze mohou byt tyto
ukony spojeny s ¢ekaci dobou, prectéte si pred zahajenim celou kapitolu o postupu.

Pri zpracovani vzorkl je nutné nosit laboratorni plast, latexové rukavice, chranic¢e rukava, sitku na viasy
(a vousy) a chirurgickou masku, aby se zabranilo kontaminaci testovacich cinidel. Obohaceni patogenu
(viz kroky 2.-8. nize, €ervené) musi byt provedeno se stolem pro DNA.

V nasledujicich ¢astech je popsan pracovni postup spocivajici v nasledujicich 3 krocich;
1. Priprava vzorku: s GINA/LINA
2. Detekce: PCR/qPCR

3. ldentifikace: kompaktni sekvenovani
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1 Priprava vzorku: GINA/LINA

IPC + GINA: Proces obohaceni (a purifikace)

Vzorky pIné krve Ize odebirat do zkumavek K3E K3EDTA nebo K2E K2EDTA.

Proces zacina s nativnim vzorkem piné krve s EDTA. Prfed pouzitim vzorek vortexujte! Pokud pouzivate IPC,
napipetujte nejprve 500 pl vzorku krve do IPC.

)§ )§ g )§ k

3 min 5 min 1 min 10 min 1 min
s EEEEEEEE N RN RN R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEssEsssssssssansnssnssno-20 min
Sample 500pL 8.000 to Discard supernatant 100°C Transfer to T Solution 400uL
LE SDILJTrtinn 1400uL 11.000g MA SolutinEEUUpL
IPC 20uL (optional) = GINA solution 650pL

"4

Input for DNA Purification

1. Presvédcte se, Ze jsou vybaveni a vSechny souc€asti soupravy pfipraveny k pouziti. Pfi otevirani lahvi¢ek
kratce odstredte potifebné zkumavky s roztokem LE, IPC nebo EPC, abyste zabranili pfenosu kapalin,
které by mohly byt pfitomny ve Sroubovacich uzavérech. Zapnéte termoblok na 100 °C.

2. Pripravte roztok LE a vzorek. Zkumavkou s roztokem LE (zluty uzavér) netiepejte ani nemichejte, aby
nedoslo k tvorbé pény! Pfeneste 500 pl (nebo méné) krve s EDTA (nebo jinych nafedénych vzorkud) do
roztoku LE (Zluty uzavér) a promichejte pipetovanim nahoru a dold.

3. Volitelné: Napipetujte 500 ul vzorku krve do IPC (a/nebo EPC, pokud je pouzit) a poté smés napipetujte do
pufru LE.

4. Zkumavku uzaviete, oznacte a po dobu 5 sekund intenzivné protfepavejte nebo zkumavky nékolikrat
prevratte. Inkubujte ~2 minuty pfi pokojové teploté (18 °C az 25 °C).

5. Centrifugujte 5 minut pfi 9 000 az 11 000 g (nejlépe pfi 11 000 g). Pokud je to mozné, pouzijte plynulé
zvySovani rychlosti centrifugace.

6. Supernatant opatrné odeberte dekantaci a do zkumavky se Zlutym uzavérem pfidejte 200 pl roztoku NA
(Cerveny uzavér). Uzavér pevné utahnéte.

e Poznamka: Po dekantaci mize na peletu zlstat trochu kapaliny (~50 pl). Vzorky plné krve by
se mély v tomto okamziku zbarvit do zelena.

7. Podobu 5 sekund intenzivné vortexujte. Ujistéte se, Ze jsou zkumavky stéle pevné uzavieny.
8. Inkubuijte pfi teploté 100 °C po dobu 10 minut (+/- 1 minuta) pomoci termobloku.
9. Do zkumavky se Zlutym uzavérem pfidejte 400 pl roztoku T (zeleny uzaveér) k neutralizaci.

e Poznamka: Vzorky pIné krve by se mély zménit ze zelenavé na tmavé ¢ervenou.
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10. Purifikujte DNA pomoci béZnych produktd pro extrakci DNA (v pfipadé GINA 500 + DNA purification:
Soucasti sady jsou ¢inidla Machery Nagel Nucleo Spin. V opa¢ném pfipadé postupujte podle pokynl
vyrobce a pfeskocte kroky 11-17).

11. Pro kazdy vzorek umistéte jednu kolonu do odbérové zkumavky a odbérovou zkumavku oznacte 1D vzorku.
Pfeneste cely roztok GINA (600 az 650 ul) do kolony. Zkumavku se zZlutym uzavérem zlikvidujte.

12. Centrifugujte 1 minutu mezi 9 000 a 11 000 g. Vyjméte kolonu, dekantujte proudici kapalinu a znovu vlozte
kolonu.

13. Pridejte 500 pl promyvaciho pufru BW a centrifugujte 1 minutu pfi 9 000 az 11 000 g. Vyjméte kolonu,
dekantujte proudici kapalinu a znovu vlozte kolonu.

14. Pridejte 600 ul promyvaciho pufru B5 a centrifugujte 1 minutu pfi 9 000 az 11 000 g. Vyjméte kolonu,
dekantujte proudici kapalinu a znovu vlozte kolonu.

15. Centrifugujte 1 minutu pfi 9 000 az 11 000 g, abyste vysusili kfemikovou membranu. Zkontrolujte, zda na
dné kolony nezlstava trochu tekutiny. Pokud ano, opakujte tento krok.

16. Umistéte kolonu do eluéni zkumavky a oznacte ji ID vzorku. Pfidejte 100 az 150 ul eluéniho pufru BE.
Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 1 minuty. Centrifugujte 1 minutu pfi 9 000 g az 11 000 g.
Zkontrolujte elu¢ni objem. Pokud se zda, Ze je objem pfili§ maly, zopakujte centrifugovani. Kolonu vyhodte.

17. Otevrete elucni zkumavku a inkubuijte ji 3 minuty pfi teploté 100 °C v termobloku.

18. Odebrana kapalina obsahujici DNA (eluat) muze byt pouzita pro aplikace zaloZzené na PCR nebo ulozena
pfi -20 °C pro pozdéjsi zpracovani. Pfed pouzitim eluatu eluéni zkumavku silné vortexujte.

LINA: Modulaéni proces

Postup se zahajuje bud’ (pozitivni) kultivaci krve, nebo odbérem vzorku BAL.

VSimnéte si, Ze nékteré kroky postupu vyZaduji pfipravu vybaveni nebo cinidel. ProtoZze mohou byt tyto
Ukony spojeny s ¢ekaci dobou, prectéte si pred zahajenim celou kapitolu o postupu.

P¥i zpracovani vzorki je nutné nosit laboratorni plast, latexové rukavice, chranice rukavd, sitku na vliasy
(a vousy) a chirurgickou masku, aby se zabranilo kontaminaci testovacich cinidel.

1. Prfesvédite se, Ze jsou vybaveni a vSechny soucasti soupravy pfipraveny k pouZiti.
2. Volitelné: Do zkumavky LINA napipetujte 20 pl IPC (jedna reakce).
3. Pipetujte vzorek do zkumavky LINA:

o (Pozitivni) kultivace krve: 2 ul
o BAL: 20 ul
Poznamka:

RUzné& pracovisté maji rizné metody odbéru vzorkl BAL. Proto mize byt nutné upravit mnozstvi
pouzitého BAL. P¥ilis vysoké objemy BAL vSak mohou vést k inhibici. Proto se doporucuje pouZivat IPC
k indikaci inhibice.

4. Zkumavku uzavriete a silné protfepejte nebo vortexujte.
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2 Detekce: PCR/qPCR

PCR-Box Bacteria / Resistance / Fungi / IPC
hybcell Bacteria / Fungi / Pathogens DNA xB

Upozorriujeme, Zze nékteré kroky testu vyzaduji pfipravu vybaveni nebo rozmrazeni ¢inidel. Vzhledem k
tomu, Ze jsou tyto ukony jsou spojeny s ¢ekaci dobou, prectéte si pfed zahajenim celou kapitolu o
postupu testu.

P¥i pfipravé a zpracovani testu je nutné nosit laboratorni plast, latexové rukavice, chrani¢e rukavu, sitku
na vilasy (a vousy) a chirurgickou masku, aby se zabranilo kontaminaci testovacich ¢inidel. Pfiprava PCR
(viz krok 2. nize, ¢ervené) musi byt provedena se stolem pro DNA.

Postup testu zacina roztokem, ktery je vysledkem obohaceni patogenu GINA a purifikace DNA nebo
modulaéniho pufru LINA (napf. pri pozitivni kultivaci krve).

1. Presvédcte se, Ze jsou vybaveni a vSechny souc€asti soupravy pfipraveny k pouZiti.
2. (g)PCR reakce:

= Naprogramuijte zafizeni gPCR nebo PCR termocyklovac¢ a ulozte program jako ,Patho_1%

1 | 95 °C po dobu 2:00

» 2 | 95 °C po dobu 0:10

3 | 56 °C po dobu 0:10

5 | 72 °C po dobu 0:30

+CteCka mikrodesticek

PREJIT NA 2, 44krat

6 | 75 °C po dobu 1:00

7 | Kfivka tani 75 °C az 95 °C v krocich po 0,3 °C pro 0:10

+ctecka mikrodesticek

8 | 25 °C pro udrzeni

Fluorofor / kanal: SYBR Green

Poznamka:
Termocyklovade se mohou lisit svymi tepelnymi vlastnostmi, proto Ize doporucit optimalizaci teplot

uvedenou v protokolu (pouze u validovanych zafizeni), pokud jsou vysledky neZadouci.
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= Rozbalte a rozmrazte jednotlivé 0,2 ml zkumavky s potfebnymi smé&smi master mix Bacteria (Cervena tecka),
master mixes Resistance (Zluta tecka), master mixes Fungi (zelena tec¢ka) a master mix IPC (modra tecka).
Homogenizujte (vortexujte) a kratce roztok v kazdé zkumavce odstfedte.

= Zkontrolujte, zda je objem PCR smési pfiblizné 20 pl (viz obrazek, leva zkumavka
je naplnéna 20 pl). Nepouzivejte nespravné naplnéné PCR smési.

= Pridejte 20 ul roztoku DNA vzorku (nebo 20 pl vody bez DNA jako NTC) do PCR
master mixu.

= Uzaviete zkumavky pro PCR (pokud nepouzivate rotujici termocyklovac, homogenizujte a odstfedte kapaliny
pred zahajenim PCR).

= Spustte program (q)PCR ,Patho_1“ (naprogramovany pfedem).

Amplifikovana DNA se bud’ ihned pouzije pro kompaktni sekvenacni reakci, nebo se muze skladovat
p¥i teploté 4 °C az 8 °C pres noc, pripadné se muZe na delSi dobu uchovavat zmrazena pfri teploté -15
°C aZ -25 °C.
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3 Identifikace: kompaktni sekvenovani

1. Presvédcte se, zZe je pfistroj hyborg pfipraven k provozu.
2. Otevrete obal hybcell (roztrhnéte tésnéni v misté zarfezu) a vlozte hybcell do stojanu (pozice A-H).

3. Zkombinujte az 3 pozadované amplikony ze stejného vzorku — napfiklad 30 ul PCR-Box Bacteria, PCR-Box
Fungi a PCR-Box Resistance — do jedné ze zkumavek s amplikony (napf. PCR-Box Bacteria). Poté do
zkumavky se smési amplikonu napipetujte 30 yl PPE aditiva (najdete v boxu hybcell).

Pozor!

Zavedeni pouze 1 nebo 2 PCR amplikonii do hybcell vede k nejlepSimu vykonu, pokud jde o signal
pozadi. Do hybcell Ize zavést az 3 amplikony PCR. Zavedenim vsech 4 amplikonu se zvysSuje riziko
zvysSeného signalu pozadi a miZe to vést ke sniZeni specifity a senzitivity testu.

Nezapomerite, Ze platnost interni kontroly procest (IPC) Ize odvodit jiZ z amplifikacnich kfivek PCR
(viz vysledky v kapitole 9)

Ruzné priklady kombinaci amplikontd vhodnych pro naéitani hybcell

Vysledky PCR Prfenesené amplikony
- Houby Rezistence IPC do hybcell
poz. poz. poz. poz. Bakterie + houby + rezistence
poz. poz. neg. poz. Bakterie + houby
poz. neg. poz. poz. Bakterie + rezistence
neg. poz. neg. poz. Houby + IPC

4. Pipetujte nahoru a doll, aby se vSechny slozky ve zkumavce promichaly (v aditivu je pfitomen indikator
pH; barva roztoku se proto miize po zavedeni amplikonti zménit). To nemd vliv na vykon produktu).
Vyhnéte se bublinam!

5. Cely objem ze zkumavky (maximalné ~ 120 ul) napipetujte najednou do hybcell (centralnim kanalem).
Konecny objem zavisi na pfitomnosti vhodnych amplikon po gPCR nebo na pouzitych produktech PCR.

Pouzijte 200 ul pipetu s vhodnymi filtraénimi Spi¢kami! Pfi zavadéni smési amplikoni neucpavejte
centralni kanal hybcell (pfivod vzorku) $pi¢kou pipety! Spié¢ku zasurite do centralniho kanélu hybcell
pouze tak hluboko, jak je potfeba, a dbejte na to, aby byl volny.

6. Prikryjte hybcell dodanym krytem.
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Insert tip of the pipette
deeply into hybcell!

Try not to wet the
hybcell’s inside margins!

Centralni
kanal

7. Po zadani vzorku a ID hybcell spustte zpracovani vzork( (dal$i podrobnosti naleznete v pfiruéce hyborg Dx
RED2). Vlozte zafizeni s pfipravenym stojanem.

Viozte sprdavné stojan (Carové kody/stitky hybcell musi smérovat dovnitf zafizeni)! Dbejte na to, aby
byly vSechny hybcells ve spravné poloze.

Strana 23 z 39

“ Cube Dx GmbH, Westhahnstrae 55, A-4300 St. Valentin / Rakousko,info@cubedx.com, www.cubedx.com

Spole¢nost Cube Dx vyviji a vyrabi systémy a testy pro klinickou diagnostiku. Nase produkty — testy na zakladé bilkovin a DNA — maji za cil uspokojit poptavku ve zdravotnictvi a prosadit technologii hybcell jako standardni v
ramci multiplexni diagnostiky.

Tento produkt je uréen pro pouZziti s certifikaci CE-IVD. Informace, popisy a specifikace v této publikaci mohou byt zménény bez pfedchoziho upozornéni. Spole¢nost Cube Dx GmbH neodpovida za chyby obsaZené v tomto
materidlu ani za nahodné nebo nasledné skody v souvislosti s poskytnutim, provedenim nebo pouZitim tohoto materialu.

[Wo] C€


mailto:info@cubedx.com
http://www.cubedx.com/

Navod k pouziti Pathogens xB CZ 2023-10-24

8. Vysledky

PCR analyza

Vysledky PCR rozhoduji o tom, zda je vzorek pozitivni nebo negativni na bakterialni, houbovou DNA, IPC DNA
nebo geny rezistence. Pozitivni vysledek PCR nasméruje uzivatele k dalS§imu kroku, kterym je identifikace
patogenu pomoci hybcell. Negativni vysledek znamend, Zze neni pfitomna DNA patogenu ani gen rezistence, a
proto neni tfeba provést identifikaci pomoci hybcell.

Aby bylo mozné urcit, zda je vysledek pozitivni nebo negativni, je tfeba analyzovat amplifikaéni kfivku i kfivku
tani. VSechny PCR smési pouzivaji stejné fluorescenéni barvivo SYBR Green.

Pozor!

Uvédomte si, Zze kazdé nastaveni PCR se svymi vlastnostmi mirné liSi a ze hodnoty Ct a vrcholy kfivky
tani se liSi od mista k mistu. Nize uvedené parametry jsou proto doporuc¢enim zalozenym na
zkuSenostech, kde nastavit prahové hodnoty pro hodnotu Ct a teplotu tani. Aby byl vysledek PCR
pozitivni, musi byt splnéna obé kritéria.

Kazda laboratoi musi tato doporuéeni ovéfit a v pfipadé potieby upravit na své viastni mezni hodnoty.
Konecny pozitivni vysledek se stanovi pomoci testu hybcell. Zvazte tedy, zda do svych testd hybcell
zahrnout vSechny vzorky, u kterych by mohla existovat sebemensi pochybnost, ze je PCR negativni.
Zejména pri nastavovani testu v laboratofi a v pocatecni fazi jeho pouzivani budte velkorysejsi pfri
zarazovani vzorkl do testovani s hybcell.

Hodnota Ct Teplota tani
Bakterie <34 80°C az 90°C
Houby <40 80°C az 94°C
Rezistence <34 80°C az 90°C
IPC <34 86°C = 1°C

Vsimnéte si, Ze teplota tani zavisi na druhu nebo genu rezistence, ktery je amplifikovan, a proto se lisi pro
panbakterialni, panhoubovou a multiplexni PCR genu rezistence.

NiZe je uveden pfiklad vzorku krve s pfimési Candida albicans v ramci externi kontroly procesu (EPC) a interni

kontroly procesu (IPC).

Hodnota Ct Teplota tani Odvozeny vysledek
Bakterie 32,8 74,92 °C Negativni
Houby 25 88,54 °C Pozitivni
IPC 24 86,51 °C Pozitivni
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Nékteré pri€iny rozdilti v hodnotach Ct a teplotach tani:

Mezni hodnotu pro vypocet hodnoty Ct nastavuje uzivatel

Ruzna zafizeni PCR nabizeji razny software s rlznymi vlastnostmi. Napfiklad automatické méfitko,
nastaveni meznich hodnot atd., které ovliviuji hodnoty Ct a vizualni prezentaci kfivek.

PCR-Box Resistances obsahuje nékolik primerd (gent rezistence). Proto je pravdépodobnéjsi, ze dojde
ke vzniku dimer( primer(, jako je tomu u jednoplexni PCR pro bakterie nebo houby.

Bakterialni nebo houbové kontaminace ziskané béhem odbéru vzorku nebo procesu testu snizuji hodnotu
Ct. Mozné pfi¢iny kontaminace jsou popsany v naSem stru¢ném navodu ,Pathogens xB_brief instructions
Contamination Prevention Guide 24 10 2023“. Zde ziskate informace o odbéru vzorkd, jejich

zpracovani, potfebnych ochrannych pomuckach, dezinfekci povrchi atd.

Koncentrace soli a dal$i podminky eluatli se mohou lisit v disledku rozdilG ve slozeni vzork(i a pouziti
rdznych produktd pro odbér vzork.

V neposledni fadé muze hodnotu Ct (a je$té vice teplotu tani) ovlivnit samotny amplifikovany
mikroorganismus.
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Interni kontrola procesu (IPC)

Interni kontrola procesu (IPC) potvrzuje platnost negativnich vysledk(l. Jedna se o pozitivni kontrolu procesu,
ktera umoznuje uzivateli rozliSit mezi negativnimi vysledky a neplatnymi vysledky — vysledky, které byly s nejvétsi
pravdépodobnosti naruseny chybami v procesu.

Platnost IPC se potvrdi bud vysledkem PCR (pfi pouziti pfistroji Realtime PCR, viz vy$e), nebo testem hybcell
(viz nize).

IPC a test je platny, pokud jsou splnéna nize uvedena kritéria pro IPC-PCR. V takovém pfipadé& neni pfidani
amplikonu do testu hybcell nutné (viz vySe, omezeni PCR amplikonu).

Hodnota Ct Teplota tani

IPC <34 86°C + 1°C

Pozor!

Interni kontrola procesu (IPC) je uréena k potvrzeni negativnich vysledku. V pripadé pozitivni amplifikace
PCR smési pro bakterie nebo PCR smési pro houby Ize vysledky amplifikace pro IPC ignorovat a je treba
provést test hybcell. Obdobné Ize vysledek IPC ignorovat v pfripadé identifikace bakterii nebo hub s
hybcell, pokud je vysledek testu IPC ,NOT DETECTED“ (nedetekovano) tam, kde se ocekava
»DETECTED“ (detekovano).

hybcell Control

testy hybcell zahrnuji nékolik internich kontrol, které zajistuji spravné vysledky. Pokud v8echny interni kontroly
probéhly uspésné, je vysledek pro ,Controls” (kontroly) oznacen jako ,PASSED" (zdafila se) (a jako takovy se
zobrazi ve zpravé). Pokud jedna nebo vice kontrol selze, jsou kontroly ve zpravé oznaceny jako ,FAILED*
(nezdafila se). Pokud néktera kontrola selZe, jsou vysledky neplatné a test je tfeba opakovat.

= Kontrola procesu: Kontroluje zpracovani hybcell.
= Vnéjsi kontrola: Kontroluje typ hybcell, dostate¢nou fluorescenci a proces skenovani.

= Kontrola intenzity nespecifickych signalti pozadi: Kontroluje nespecifické pozadavky a zakladni funkce
softwaru hyborg.

Kontrola PCR smési

Jakmile se uzivatel rozhodne pouzit vdechny nebo jen vybrané PCR smési, je pouZiti PCR smési indikovano
sondami na povrchu hybcell. Pokud je smés PCR pfidana, je vysledek ve zpravé pro tuto smés ,ADDED"
(pfidano); v opaéném pfipadé je ,MISSING" (chybi).

= Bacteria PCR mix: Zkontroluje, zda byl pouzit PCR-Box Bacteria.

= Fungi PCR mix: Zkontroluje, zda byl pouZit PCR box Fungi.

Specifické kontroly test

Testy obsahuji kontrolu specifickou pro dany test. Pokud je kontrola uspés$na, vysledkem je ,PASSED* (zdafila
se). V opaCném pfipadé je vysledkem ,FAILED" (nezdafilo se). | v pfipadé neuspéchu je test analyzovan a jsou
predlozeny vysledky. Tyto kontroly pomahaiji posoudit vérohodnost vysledka.

= Kontrola specificity: Kontroluje, zda proces kompaktniho sekvencovani nevykazuje zavazné nedostatky.
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= Interni kontrola procesu (IPC)

Interni kontrola procesu je kontrola specificka pro dany test, ktera se zkouma pfi kazdém testu hybcell. Pouze v
pripadé, Ze je do hybcell pfidan (pozitivni) PCR amplikon IPC a odpovidajici sondy v hybcell dosahnou mezni
hodnoty signalu, je vysledek ,DETECTED (detekovano). V opaném pfipadé& — pokud neni pfidan zadny pozitivni
amplikon nebo neni pfekro¢ena mezni hodnota signalu — je vysledkem ,NOT DETECTED* (nedetekovano).

Obecné nazvoslovi

= Bacteriaspecies jsou pozitivni, pokud byla amplifikovana 16S rDNA daného druhu a doslo k odpovidajicimu
prodlouzeni primeru (napf. Staphylococcus aureus).

= Bacteria genus je pozitivni, pokud byl amplifikovan druh 16S rDNA a pokud vzor prodlouzeni primeru
odpovida rodu (napf. Staphylococcus), ale ne nutné konkrétnimu druhu testovaného panelu.

= Bacteria pan je pozitivni, pokud je pfitomna amplifikovana bakterialni DNA.

= Fungal species je pozitivni, pokud byla amplifikovana 28S rDNA druhu a doSlo k odpovidajicimu
prodlouzeni primeru (napf. Candida albicans).

= Rod hub je pozitivni, pokud byl amplifikovan druh 28S rDNA a pokud vzor prodlouzeni primeru odpovida
rodu (napf. Candida), ale ne nutné konkrétnimu druhu testovaného panelu.

= Fungi pan je pozitivni, pokud je pfitomna amplifikovana houbova 28S rDNA.
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CubeDx GmbH
Westbahnstr. 55
4300 5t. Valentin
Austria

Ccubesdx

hybCell technology

Sample 1* 633248 BR Test hybcell Pathogen DNA xB (7) o
Date 06.10.2023 21:42 Profile -
Remark hybcell 2509A510038
Liquids
Controls
Controls PASSED
Bacteria PCR Mix ADDED
Fungi PCR Mix MISSING
Parameters Result Representation
Specificity Control PASSED
Internal Process Control DETECTED
BEACTERIA .
Bacteria Pan Positive|s; e 1oo0o
Gram pos Positive |5y me h 4 1mnn||
Staphylococcus =p. Posilive| ) e —— L"'m”'l
Staphylococcus aureus Posilive| o) e — — _.,,mml
RESISTANCES _
Methicillin Positive|s; e h 4 10000
Methicillin Type A Positive |y — _.,mﬂn,l

Negative Parameters

Abiotrophia defeciva, Acinetobacier baumanni, Acneiobacter calcoacefcus complex, Actinobacilus pleuropneumoniae, Anasrococous sp., Aspergilies davatus, Aspengilus flres, Aspergilus
fumigatus, Aspergilius niger, Aspergilus sp., Aspergilus terreus, Bacternides fragiis, Bordeiella pertussis, Borrelislla burgdorferi, Bormelella sp., Brucsila sp., Burkholdena cepacia complex,
Burkholdena pseudomallei, Campylobacter sp., Candida albicans, Candida auris, Candida cubbniensis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida sp., Candica ropicaks, Carbapenemases,
Civobacter freundii complex, Citrobacter koseri, Cladosponum, Corynebacterium diphthesiae, Conmebacterium jeikeium, Corynebacterium sp., Conmebacterium wioerans, Cryplocooous gami,
Cryptococous necformans, CTX-m1/m3, Enterobacter doacae, Enterobacter doacae complex, Enlerocooous fascalis, Enleroocoocus faecium, Escherichia coli, Extended Specum beta
Lactamases, Finegolda magna, Fungl Pan, Fusarium coysponsm speces complex, Fusanum solani species complex, Fuscbactenum necropharum, Fusobacterium nucleatum, Fusobacienum sp.
Gram neg, Granulicaiella adiacens, Haemophilus haemolyticws, Haemophiles influenzae, Helicobacter pylon, INP, Kisbsiella aerogenes, Klebsiela aotoca, Klebsiella pneumoniaes, KPC, Legionella
preumcphila, Lisiena sp., Methicilin Type C, Moraxela catarmhabs, Morganela marngani, NOM, MNeisseria meningitidis, OXA-48, Pasteurella muliocida, Pichia kudriavzesii, Pneumocystis jimsech,
Preumocysts murina, Prevotela buccae, Prevotslla inlermedia, Propionibacienum aones, Propionibacterium sp., Protews mirabiis, Proteus sp., Providencia stuarts, Pseudomonas asruginosa,
Pseudomonas non-aerugincsa, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp., Salmonela entenca, Scedosporium, Serata marcescens, Staphylococous non-aureus, Stenotrophomonas
makophilia group, Sreptococcus agalactiae, Streplocoocus anginosus group, Srepiocoocus dysgalactiae, Streptococcus gordoni, Sireplococous mitis group, Streplococcus pnewsmaoniae,
Strepiococous pyogenss, Streplocoocus salivanus group, Streplococous sp., Vanoommycin, Vanooeycin Type A, Yancomycin Type B, Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberoulosis complex

Priklad zpravy PDF pro vzorek pozitivni na bakterie a jeho prislusnou rezistenci.
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CubeDx GmbH I
Westbahnstr. 55 EI_I E . [jX
4300 St. Valentin hybCell technology

Austria

Sample 1+ 65181 F Test hybcell Pathogen DNA xB (7) @
Date 06.10.2023 21:39 Profile -
Remark hybcell 2509A510038

Liquids

Controls

Controls PASSED

Bacteria PCR Mix ADDED

Fungi PCR Mix ADDED

Parameters Result Representation

Specificity Control PASSED

Internal Process Control DETECTED

BACTERIA

Megative
RESISTANMCES
MNagative

FUNGI
Fungi Pan Positive|s; =

100001

Pichia kudriavzevii Positive|sn = 100001

Megative Parameters

Ahiptrophia defectiva, Acinetobacier baumannii, Acinsiobacter calcoaceSious complex, Actinobadllus pleuropneumaoniae, Anasmococcus sp, Aspergillus: clavalus, Aspergillus Bavus, Aspengilus
fumigatus, Aspergillus niger, Aspengillus sp., Aspergillus terrews, Bacieria Pan, Bacleroides fragilis, Bordetella periussis, Boereliella burgdorferi, Borneliella sp., Brucella sp., Burkholdesia cepacia
comgiex, Burkholderia pseudomallei, Campyiobacter sp., Candida albicars, Candida auris, Candida dubliniensis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida sp., Candida iropicalis,
Carbapenemases, Cimobacter freundi complex, Cirobacier koseri, Cladosporium, Connebacteium diphiberiae, Connebactedum jeikeium, Conmebactenum sp., Conmebaclerum ulcerans,
Cryplococcus galtii, Cryplococcus neoformans, CTX=m1im3, Enlerobacier cloacae, Enlerobacier cloacae complex, Enlerococcus faccalis, Enlerococcus fascium, Escherichia coli, Extended
Specirum beta Lactamases, Finegoldia magna, Fusarium axysponum species complex, Fusarium solani species comgle s, Fuscbacterdum necrophorum, Fusobaciesium nucleatum, Fusobactenium
sp., Gram neg, Gram pos, Granulicalela adiacens, Hasmophilus haemolyticus, Hasmophilus influenzae, Helicobacter pylor, IMP, Klebsiella aerogenes, Klebsiela cxyloca, Klebsislla pneumoniae,
KPC, Legonella preunophila, Listera sp., Methicllin, Methicilin Type A, Methicilin Type C, Moraxela catarrhalis, Morganella morganii, NDM, Neisseria meningiidis, OXA-4B, Pasteurslia
multacida, Preumocyslis jrovecii, Preumocystis murina, Prevolella bucsae, Prevolella inlermedia, Propionibaclerium acnes, Propsanibaclerium sp., Praleus mirabilis, Profeus sp., Providencia
stuartii, Pesudomonas aeruginosa, Pseudomanas nan-asnuginosa, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp., Salmonella enberica, Scedosporium, Serralis marcescens, Slaphylococous
aureus, Slaphylococcus non-aureus, Saphylecoccus sp., Slenotrophomoenas maltophilia group, Sireplococcus agalaclise, Sreplococous anginosus group, Streplococcus dysgalactiss,
Strepiococous gordonii, Streplococcus milis group, Sireplococous preumoniae, Sireplococcus pyogenes, Sireplococcus salivanus group, Strepbococcus sp., Vancomycin, Vancomycin Type A,
Wancomydn Type B, Yersinia enlsrocolitica, Yersinia pseudoluberculiosis caomplex

Priklad zpravy PDF pro vzorek pozitivni na houby.

Protokol (.hyb)

Kalibra¢ni kfivky a rozpoznavani vzoru byly provedeny pro vSechny mikroorganismy a geny (identifikovana
bakterialni 16S rDNA / identifikovana houbova 28S rDNA / identifikovana DNA markerU rezistence) a jsou soucasti
protokolu hyborg (soubor XML s pfiponou .hyb). Kalibrace je nezavisla na zafizeni hyborg (pouZiti jednotky).
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Predpokladem v3ak je, Ze hyborg pracuje v uréenych podminkach prostfedi (napf. podani kapaliny, ohfev, vykon
laseru atd.).

PFed prvnim pouzitim nové Sarze se do softwaru hyborg importuji specifické protokoly. Aktualni protokoly jsou k
dispozici na domovské strance Cube Dx (https://www.cubedx.com/support/protocols) nebo u mistniho
distributora. Protokoly mohou byt aktualizovany také automaticky.

Parametry mimo profil

Podle zamysleného Ucelu jsou uvedeny klinicky relevantni vysledky. Protokol pro Sarzi (stanoveny pro testovaci
soupravy CE-IVD) definuje klinicky relevantni bakterie, markery gen(l rezistence a houby. Vysledky mimo tento
rozsah jsou oznaceny jako ,mimoprofilové parametry“. Tyto vysledky mohou byt interpretovany specialisty na
infek&éni choroby.
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9. Analytickd vykonnost

IPC, GINA 500, GINA 500 + purifikace DNA

Vytéznost patogent: Zivé mikroorganismy(Staphylococcus aureus Candida albicans, Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae) byly vpraveny do vzorkd plné krve EDTA zdravych probandd. Tyto vzorky byly
homogenizovany (vortexovany). Jako negativni kontrola bylo pouzito prazdné ristové médium. Byl proveden
prvni krok protokolu GINA 500(roztok LE + centrifugace). Vzniklé pelety byly resuspendovany ve 100 pl pIné krve
EDTA a rozetfeny na LB agar. Po centrifugovani bylo 100 pl supernatantu rovnéz rozpusténo, aby se stanovil
pocet zivych mikroorganism(, které nebyly vazany v peletu (= Ubytek). Kolonie byly spocitany a zdokumentovany
po 24 az 48 hodinach inkubace.

Vytéznost obohacenych mikroorganisma v CFU Vytéznost jako procento vstupnich hodnot
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Vytéznost se pohybuje mezi 88 % (Klebsiella pneumoniae) a 98 %(Enterococcus faecalis).

Bakterie

Mez detekce (LOD) byla stanovena zfedénim kultur Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae a
Pseudomonas aeroginosa a jejich zpracovanim pomoci produktu a protokolu GINA 500 + DNA purification. Pro
stanoveni odpovidajicich CFU byly alikvoty roztok(i naneseny na plata a kolonie byly spocitany po 24/48 hodinach
inkubace.

Pro vSechny tfi cile byla LOD stanovena v rozmezi 10 az 20 CFU/ml.

Selektivita byla testovana s referenénimi vzorky DNA z ATCC (American Type Culture Collection) a DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen).

Acinetobacter baumannii c. DSM30007 Actinobacter pleuropneumoniae DSM13472
Borreliella burgdorferi DSM4680 Burkholderia cepacia komplex DSM7288
Brucella sp. DSM103976 Campylobacter jejunii DSM4688
Citrobacter freundii kompl. DSM30039 Citrobacter koseri DSM4596
Corynebacterium diphtheriae ATCC 700971D-5 Corynebacterium jeikeium DSM7113
Corynebacterium ulcerans DSM46325 Enterobacter aerogenes DSM30053
Enterobacter cloacae kompl. DSM30054 Enterococcus faecium DSM20477
Enterococcus faecalis DSM20478 Escherichia coli DSM30083
Finegoldia magna DSM20470 Fusobacterium necrophorum DSM20698
Fusobacterium nucleatum DSM15643 Haemophilus influenzae DSM4690
Helicobacter pylori DSM21031 Klebsiella oxytoca DSM5175
Klebsiella pneumoniae DSM30104 Legionella pneumophila DSM25213
Listeria monocytogenes DSM15675 Moraxella catarrhalis DSM9143
Morganella morganii DSM30117 Neisseria meningitidis DSM10036
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Prevotella intermedia DSM20706 Propionibacterium granulosum ATCC 25746D-5
Proteus mirabilis DSM4479 Pseudomonas aeroginosa DSM50070
Pseudomonas syringae DSM50274 Salmonella enterica DSM554
Serratia marcescens DSM30121 Staphylococcus aureus DSM20774
Staphylococcus epidermidis DSM20044 Staphylococcus haemolyticus DSM20263
Stenotrophomonas maltophilia DSM21257 Streptococcus agalactiae DSM2134
Streptococcus anginosus gr. DSM20563 Streptococcus dysgalactiae DSM20662
Streptococcus pneumoniae DSM20566 Streptococcus pyogenes DSM20565
Yersinia enterocolitica DSM11067 Yersinia pseudotuberculosis DSM8992

Pro kazdy experiment byla smichana a testovana DNA dvou rGznych druhu.

Kazda testovand bakteridlni DNA vykazovala ve zpravé hybcell oéekavany vysledek.

Nebyly pozorovany zadné nespecifické vysledky ani zkrizené reakce.

Opakovatelnost byla stanovena nékolikanasobnym amplifikovanim riznych fedéni DNA Staphylococcus aureus.

= PCR-Box Bacteria, vypoctené CV pii prumérné hodnoté Cq 23,4: CV = 1,3 %.

Houby

Mez detekce (LOD) byla stanovena zfedénim kultur Candida albicans a jejich zpracovanim pomoci produktu a
protokolu GINA 500 + DNA purification. Pro stanoveni odpovidajicich CFU byly alikvoty roztokd naneseny na
plata a kolonie byly spoCitany po 24/48 hodinach inkubace.

LODje~2CFU/ml.

Selektivita byla testovana predevsim s referenénimi vzorky DNA z ATCC (American Type Culture Collection) a
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen):

Aspergillus clavatus ATCC 1007D-2 Aspergillus flavus ATCC
Aspergillus fumigatus ATCC 1022 Aspergillus niger DSM1957
Candida albicans ATCC 11006 Candida dubliniensis DSM28723
Candida glabrata ATCC Candida parapsilosis ATCC 22019D-5
Candida tropicalis ATCC MYA-3404D-5 Cladosporium sp. DSM19653
Cryptococcus neoformans ATCC MAY-565 Pichia kudriavzevii ATCC
Saccharomyces cerevisiae Molzym P1

Pro kazdy experiment byla smichana a testovana DNA jednoho druhu bakterii a jednoho druhu hub.

Kazda testovana houbova DNA vykazovala ve zpravé hybcell oéekavany vysledek.

Byly zjistény nasledujici nespecifické vysledky:

Testovani Aspergillus clavatus ukazal pozitivni vysledky pro Aspergillus clavatus + Aspergillus fumigatus.
Opakovatelnost byla stanovena nékolikanasobnym amplifikovanim raznych fedéni DNA Candida albicans.

= PCR-Box Fungi, vypoctené CV pfi primérné hodnoté Cq 35,4: CV =24 %.

IPC

Opakovatelnost byla testovana na 16 riznych vzorcich piné krve EDTA: Byla pfidana IPC (20 pl) a vzorky byly
zpracovany podle protokolu GINA 500 (vCetné purifikace DNA). Byla provedena IPC-PCR (viz grafy nize) a
vysledky byly ovéfeny pomoci hybcell Pathogens DNA xB a sekvenovanim (Sanger) produkti PCR.
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Vysledkem analyzy kvantifikaénich cyklt (Cq) jsou (vSechny hodnoty zaokrouhleny):

Pramér: Cq 29,6
Smérodatna odchylka: +/- 0,3
Varia¢ni koeficient (CV): 1,1%

Mezni hodnota pro Cq IPC je nastavena na 30 +/- 2 (28 az 32). Tato mezni hodnota se mize u rtznych PCR

strojl mirné lisit.
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10. Klinicka vykonnost

GINA - plna krev

Hodnoceni vykonnosti prezentované béhem ECCMID 2021 (01833 SMARTDIAGNOS - next-generation
molecular sepsis diagnosis):

Vysledky / zavéry

Celkem 352 vzorkl bylo testovano pomoci GINA a kompaktniho sekvenovani a porovnano s kultivaci krve s
identifikaci MALDI-TOF nebo klinickym hodnocenim. Senzitivita byla 74 % a specificita 98 %. 96 % vzorkl bylo
spravné klasifikovano pomoci systému GINA a kompaktniho sekvenovani. Systém dobfe detekuje patogeny
pfimo v krvi a pokryva nejméné 80-85 % mikroorganism( zpusobujicich zavazné infekce v Evropé. Systém se
snadno pouziva a doba odezvy pro jeden vzorek je 3-4 hodiny.

Blood Culture Ovwerall Correctness Sensitivity Specificity
Positive Negative

x

o Positive 28 5

3 96% 74% 98%

&

Negative 10 309
Total 352

LINA - (pozitivni) kultivace krve

Hodnoceni vykonnosti prezentované béhem ECCMID 2020 (Abstract 6917 — Molecular pathogen identification
and resistance gene detection from positive blood culture):

Vysledky / zavér

Celkem 277 vzork(l bylo testovano pomoci LINA a kompaktniho sekvenovani a porovnano s kultivaci krve s
identifikaci MALDI-TOF nebo klinickym hodnocenim. Vysledky pozitivnich vzorki BC s kompaktnim
sekvenovanim LINA byly ziskany béhem 2-3 hodin. LINA detekovala téméf vSechny pozitivni krevni kultury
shodné se sou€asnymi zavedenymi metodami, coz vedlo k 98% citlivosti. Kromé toho bylo identifikovano nékolik
smiSenych infekci a pomalu rostoucich bakterii, které byly pfehlédnuty kultivaci a identifikaci MALDI-TOF, v€etné
druh( Acinetobacter, které jsou velmi vyznamnymi nositeli genu rezistence vici antibiotikam.
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Blood Culture Owerall Correctness Sensitivity Specificity
Positive Negative

A

Positi 1 1
P ositive 66 3 94% 98% 88%
3

Negative 4 94

Total 277
LINA — BAL

Hodnoceni vykonnosti provedené ve spolupraci s némeckou univerzitni nemocnici (nepublikovano):

Vysledky / zavér

Vzorky BAL od 79 pacientti (Ustav Iékafské mikrobiologie, Univerzitni nemocnice Essen / Némecko) byly
analyzovany pomoci nejmodernéjsi metody kultivace krve systémem Unyvero a technologii LINA a kompaktniho
sekvenovani spolec¢nosti Cube Dx. Za ,spolehlivé® byly povazovany vysledky shody alespor dvou referencénich
metod. Jeden vzorek byl z dalSi analyzy vyloucen, protoze referenéni metody nedokazaly stanovit konzistentni
vysledek. Celkovy pocet vzorkd byl proto snizen na 78. U 31 vzork( byl vysledek spravné klasifikovan jako
pozitivni, u 32 vzorkd byl vysledek spravné klasifikovan jako negativni. Z 9 faleSné pozitivnich vysledk jich 5
prokazalo Haemophilus influenzae. Ze 6 fale$né negativnich vysledkd 3 neindikovaly Staphylococcus aureus.

Concession-Results Owerall Correctness Sensitivity Specificity
Positive Negative

x
P Positive 31 9
3 81% 84% 78%
3

Negative 6 32

Total 78
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11. Zmény v analytické vykonnosti a likvidace

Zmeény v analytické vykonnosti

Pro ovéfeni funkénosti testu a implementace se doporuCuje tydenni zkouSka s referenénim standardem (napf.
externi kontroly procesu Cube Dx (EPC)). Test funkénosti je povinny kazdy mésic.

Chcete-li ovéfit funkénost EPC, provedte nékolik testl a zkontrolujte vysledek. Pokud vysledek neodpovida
oCekavani, pouzijte EPC z jiné Sarze a testy opakujte.

Kromé toho jednou za mésic spustte kontrolni hybcell pro kontrolu zakladni funkénosti hyborg Dx RED2. Tyto
funkce zahrnuji pfenos kapaliny, optiku a skenovani, ovladani teploty a manipulaci s hybcell.

Pokud mate pochybnosti o analytické vykonnosti, provedte nékolik dal$ich testd s kontrolnim materialem (= dobfe
popsany material, napfiklad EPC Cube Dx), abyste potvrdili analytickou vykonnost.

V pfipadé zmény analytické vykonnosti se podivejte do &asti Odstrariovani problémd (nize) této pfirucky.

V pfipadé, Ze se nedostatky nepodafi vyresit, obratte se na spole¢nost Cube Dx nebo na pfislusné distribu¢ni
partnery.

Likvidace

Veskery material na jedno pouziti (zkumavky PCR, hybcell, pipetové $picky atd.) Ize likvidovat bez zvlastnich
postupl. Je tfeba dodrzovat obvykla bezpecénostni opatfeni pro potencialné infek&ni material.

Nadoby na vzorky pacientt (napf. zkumavky EDTA) a zkumavky s LE roztokem (sada GINA 500, Zluty uzavér)
mohou obsahovat infekéni material a musi byt zlikvidovany v souladu s pravidly vasi organizace pro likvidaci
infekéniho materialu.
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12. Reseni problému

Priprava vzorku

Problém

Mozné priciny

Opatieni / Bezpe€nostni opatieni

Ubytek pelety

= QOdpipetovano

= ZaCnéte dekantaci supernatantu a
poté odpipetujte zbyvajici roztok

=  Opakujte krok extrakce

Kontaminace

=  Kontaminace v prubéhu pfipravy
vzorku

= Pouzivejte doporuc¢enou
bezpec€nostni vybavu

= Povrchy Cistéte 1% chlornanem a
nasledné 80% EtOH

Detekce pomoci PCR

Problém

Mozné priciny

Opatieni / Bezpeénostni opatieni

Neobvyklé
amplifikacni kfivky

=  Rozetfeni eluatu ve zkumavce PCR

=  Nerovnomeérné rozlozeni roztoku
smési vzorku PCR

= Bublinky na dné zkumavky PCR

=  Pfed vloZzenim zkumavek PCR do
zarizeni je odstfedte

Inhibice PCR

» Redéni PCR smési

= Pouzivani pfili§ velkych objemu
vzork(, zejména u vzork( BAL

= Zbytky etanolu pfitomné v eluatu

=  Pouzijte doporucené mnozstvi
eluatu pro reakci PCR

= PouZijte Fedici Fadu, pokud si nejste
jisti, jaky objem BAL je vhodny

=  Pfed eluci zkontrolujte, zda na
koloné nejsou zbytky EtOH, a po
eluci dodrzujte 3minutovy krok
zahfivani podle protokolu.
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Problém

Mozné priciny

Opatreni / Bezpe¢nostni opatreni

Nespecifické signaly
hybcell

= nezpracované hybcells (obsahujici
amplikony) se nezpracovavaji prilis
dlouho (1-2 dny)

= expirace otevienych pufrl

= nasilné zavedeni Spi¢ky pipety do
hybcell

= Kapaliny jsou prazdné nebo je
manipulace s kapalinou v pfistroji
chybna.

= Nedostate¢ny proces myti.

e Pouziti proslych/znehodnocenych

= Amplikony pfeneste do hybcell, pouze
pokud je Ize okamzité zpracovat;
POKUD NE, ulozte je podle pokynt v
pfirucce.

= Kontrola zivotnosti pufri po otevreni
lahvi

= Opatrné zavedte $picku pipety do
hybcell, aniz byste ucpali jeji centralni
kanal

= Zkontrolujte stav naplnéni v8ech
kapalin. V pfipadé potfeby doplrite
kapaliny.

hybcell
MFizka = Pouziti nespravného prostiedku = Zkontrolujte typ hybcell a pouzity
hybcell protokol.

= Pouziti ,chybného* protokolu.

= Pouziti proslych/znehodnocenych
produktd (napf. kvali poskozenému
obalu apod.)

=  Chyba softwaru.

= Chyba zafizeni.

= Zkontrolujte data pouzitelnosti
produktu.

= Zkontrolujte funk&énost hyborgu
pomoci hybcell Control xC.
Test zopakujte.

Kontrola specificity

= Pouzivani proslych produktd.

=  Nedostate¢né mnozstvi / zadny
produkt PCR napipetovany do
hybcell.

= Neplatny PCR.

= Nepouziva se zadny nebo
nedostatecny PE pufr.

= Zkontrolujte funk&énost hyborg.

= Test zopakujte.

= Zkontrolujte stav naplnéni viech
kapalin. V pfipadé potfeby doplrite
kapaliny.

Reseni problému

ramci multiplexni diagnostiky.
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Tento produkt je uréen pro pouZziti s certifikaci CE-IVD. Informace, popisy a specifikace v této publikaci mohou byt zménény bez pfedchoziho upozornéni. Spole¢nost Cube Dx GmbH neodpovida za chyby obsaZené v tomto
materidlu ani za nahodné nebo nasledné skody v souvislosti s poskytnutim, provedenim nebo pouZitim tohoto materialu.
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V pfipadé problém0 se zafizenim nebo testem se obratte na:

. ol

Cube Dx GmbH
Westbahnstralle 55, 4300 St. Valentin, Rakousko
Kontaktni informace: www.cubedx.com

Dalsi informace o pouzivani zafizeni a softwaru naleznete v pfiru¢ce hyborg Dx RED2.

Zavazné prihody / vigilance

Zavazné udalosti souvisejici s pouzivanim pfistroje neprodlené nahlaste spole¢nosti Cube Dx nebo pfislusnym
distribuénim partnerdm a pfislusnému narodnimu ufadu. Vénujte prosim pozornost vnitrostatnim pravnim
predpisim o hlaseni zavaznych udalosti!
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Spole¢nost Cube Dx vyviji a vyrabi systémy a testy pro klinickou diagnostiku. Nase produkty — testy na zakladé bilkovin a DNA — maji za cil uspokojit poptavku ve zdravotnictvi a prosadit technologii hybcell jako standardni v
ramci multiplexni diagnostiky.

Tento produkt je uréen pro pouZziti s certifikaci CE-IVD. Informace, popisy a specifikace v této publikaci mohou byt zménény bez pfedchoziho upozornéni. Spole¢nost Cube Dx GmbH neodpovida za chyby obsaZené v tomto
materidlu ani za nahodné nebo nasledné skody v souvislosti s poskytnutim, provedenim nebo pouZitim tohoto materialu.
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