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WET LAB VS. DRY LAB



Wet lab vs. Dry lab

Wet lab

- Fyzicka laborator pro praci s biologickymi,
chemickymi nebo jinymi materialy

- Tvorba ,vstupu” pro Dry lab
Dry lab

- Prace s daty (bioinformatika, statistika),
simulacemi a teoretickymi modely.



Wet lab vs Dry lab

Design studie Bioinformaticka
analyza

Analyza vzorkd

Statisticka analyza

Preméreni,

doméreni,
validace




Dry lab vyznam

* Nové technologie (sekvenatory, hmotnostni
spektrometry) produkuji velké mnozstvi dat,
které je potreba spravne zpracovat.

* Wet lab a dry lab se vzajemné doplnuiji, ale
diky vzrustajicimu mnozstvi dat se v modernim
vyzkumu stale vice ¢asu travi v dry lab
prostredi, kde se analyzuji vysledky.



OD VYVOJE METODY K AKREDITACI



RUzné typy laboratori potrebuji ruzné
pristupy

Krev, mog, stolice,
dalsi télni tekutiny,
stéry ze sliznic a dalsi

Prostredi
Voda, vzduch, plda,

Typy vzorkd Potraviny, suroviny

Mikrobiologické

laboratore

Postupy

VyuzZivani novych

Kontrolni — kontrola
kvality potravin,
prostredi

Postup dle CSN ISO
norem, mozny vyvoj
novych kontrolnich
postupt a pak nova
akreditace

Pramys| —
potravinarstvi,
kontrola kvality

Postup dle vnitinich
norem

Pramysl —
biotechnologie

Postup dle vnitfnich
norem, vlastni
vyzkum, zavddéni
novych postupd i
jejich kontrol

povrchy

Klinickd (humanni i
veterinarni)

Vytvareni novych
postupd, vyuzivani
novych technologii

Postupy dle SOP,
laboratore maiji
akreditace,
pouzivané kity a
pristroje jsou IVDR,
nové postupy se
akredituji




Od optimalizace k akreditaci

Vyvoj novych Optimalizace . Kontrola :
metod SOP Validace kvality Akreditace



Optimalizace

Cil: Zlepseni technik a metod, aby byly co nejefektivnéjsi a
nejpresne;jsi.
e Klicové kroky:
* Vybér nejvhodnéjsSich postupu na zakladé predchozich
studii nebo experimentu.

 Uprava metodiky pro konkrétni podminky (napf. upravit
teplotu, pouzit jiné reagencie).
* Testovani na malém meéritku s cilem minimalizovat chyby a
zvysit efektivitu.
e Vysledek: Optimalizované metody jsou pripravené k
SirSimu pouziti, ale zatim nejsou plné validované.



SOP

Standardni operacni postupy (SOP)

Cil: Zavedeni standardizovanych pokynu pro provadéni
optimalizovanych metod.
e Klicové kroky:
* Podrobny popis vSech kroku experimentu (od pripravy
vzorkU po kalibraci pristroju).

e Stanoveni kontrolnich opatreni (pozitivni a negativni
kontroly).

e Zajisténi jednotné aplikace metod v celé laboratofi.
* Vysledek: SOP zajistuji, Zze metoda je provadéna
konzistentné napfric ruznymi uzivateli.

* Priklad



Validace

Cil: Ovéreni, ze metoda poskytuje spolehlivé a
opakovatelné vysledky.

e Klicové kroky:

* Testovani opakovatelnosti metody na stejném vzorku
vicekrat.

e Overeni presnosti a citlivosti metody pomoci
referenénich materialt nebo standardu.

e Porovnani s jinymi validovanymi metodami, aby bylo
mozné overit spravnost vysledku.

* Vysledek: Metoda je prokazana jako spolehliva a
pripravena k SirSimu pouziti v laboratori.



Kontrola kvality

Cil: Zajisténi, ze metoda je pri kazdém pouziti
spolehliva a stale poskytuje presné vysledky.
e Klicové kroky:

e Zavedeni internich i externich kontrolnich

mechanismu (napf. pravidelné testovani referencnich
vzorku).

* Monitorovani dlouhodobé stability metod a
pravidelné ovérovani pristroju (kalibrace).

* Vysledek: Metoda prochazi pravidelnymi
kontrolami, které zarucuiji jeji konzistenci.



Akreditace

Cil: Formalni uznani toho, ze metoda splnuje urcité normy
a je provadéna v souladu s mezinarodnimi standardy.
e Klicové kroky:
* Dodrzovani predpisl a standardl (napf. ISO/IEC 17025 pro
zkusebni a kalibra¢ni laboratore).
* Externi audit a inspekce nezavislym akreditacnim organem.
e Zavedeni systému rizeni kvality, ktery pokryva vsechny
aspekty laboratorni Cinnosti.
* Vysledek: Laborator nebo metoda ziskava akreditaci,
COZ znamena, ze jeji postupy splnuji nejvyssi pozadavky
na kvalitu a reprodukovatelnost.
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SPRAVNE PLANOVANI



Spravné planovani

Klicem k uspésné studii je
venovat cas priprave.



Spravné planovani

1. Stanoveni hypotézy

* Dobre naplanovany experiment:

* Hypotéza je jasné formulovana a vychazi z dukladného
pruzkumu literatury.

» Priklad: ,Pritomnost specifickych druhu bakterii v pudé
zvysSuje rust rostlin diky lepsi fixaci dusiku.”
 Spatné naplanovany experiment:
* Hypotéza je vagni a nejasna, neexistuje dostatecny
pruzkum predchozich studii.

* Priklad: ,Rostliny by mohly rlst |épe s bakteriemi v pudé.”
— chybi presnost, konkrétni druhy a mechanismus.



Spravné planovani

2. Priizkum literatury

* Dobre naplanovany experiment:

e Peclivy pruzkum literatury zahrnuje aktualni studie, které
potvrzuji predpoklady a navrhuji vhodné metody.

* Priklad: Citovani nékolika studii o fixaci dusiku a
identifikace konkrétnich mikroorganismu.

 Spatné naplanovany experiment:
* Omezeny nebo zadny pruzkum literatury, coz vede k
nevhodné metodologii nebo opakovani jiz znamych chyb.
* Priklad: Preskoceni prizkumu, zddna konkrétni podpora
hypotézy.



Spravné planovani

3. Vybér metod

* Dobre naplanovany experiment:

» Zvolena metoda je vhodna pro odpoved na stanovenou
hypotézu, zalozena na validovanych postupech z literatury.

* Priklad: Pouziti sekvenovani DNA k identifikaci
mikroorganismu v pudé a méreni fixace dusiku.

 Spatné naplanovany experiment:

* Nevhodna metoda, ktera neni schopna odpovedet na
otazky hypotézy.

* Priklad: Pouziti obecného mikrobiologického postupu bez
zajisténi specifické detekce fixujicich mikroorganismu.



Spravné planovani

4. Kontrolni skupiny

 Dobre naplanovany experiment:

e Spravné definované pozitivni a negativni kontrolni skupiny
pro ovéreni spravnosti vysledkd.

* Priklad: Kontrolni piida bez mikroorganismu (negativni

kontrola) a ptuda s bakteriemi znamymi pro fixaci dusiku
(pozitivni kontrola).

* Spatné naplanovany experiment:

« 74dné nebo nedostate¢né kontrolni skupiny, které by
validovaly experimentalni data.

* Priklad: Nepritomnost kontrolnich skupin, takze vysledky
nelze spolehlivé interpretovat.



Spravné planovani

5. Kalibrace pfristroju
* Dobre naplanovany experiment:

e Pristroje jsou udrzovany a pravidelné kontrolovany
* Spatné naplanovany experiment:
* kontrola neni provadéna nebo je provedena
Spatné, coz vede k chybnym vysledkum.
* Priklad: Kontaminace v pristrojich, chyby pri
mereni



Spravné planovani

6. Spravné vedeni zaznamu

 Dobre naplanovany experiment:

* VsSechny kroky experimentu jsou presné zaznamenany do
laboratorniho deniku (papirového nebo digitalniho), coz
zajisStuje moznost opakovani experimentu.

* Priklad: Kazdé méreni, zména protokolu nebo pozorovani
jsou pecliveé zapsany, v€éetné ¢asovych udaju a podminek.
e Spatné naplanovany experiment:
 Nedostatecné vedeni zaznamu, coz ztézuje reprodukci
experimentu.

* Priklad: Chybi zaznamy o klicovych krocich experimentu,
zménach metod nebo podminkach méreni.



Spravné planovani

7. Reprodukovatelnost

 Dobre naplanovany experiment:

* Experiment je navrzen tak, aby ho mohl zopakovat jiny
tym, a to diky jasné dokumentaci a dukladnému planovani.

* Priklad: Jasné instrukce a dobre vedeny denik umoznuiji
jinym védcum zopakovat experiment se stejnymi vysledky.

* Spatné naplanovany experiment:

* Experiment je tézko reprodukovatelny kvili nedostatecné
dokumentaci, chybam v metodologii nebo chybéjicim
kontrolam.

* Priklad: Jiny tym nedokaze dosahnout stejnych vysledkU
kvuli nedostatecnym informacim a nepresnostem.



DESIGN STUDIE



Design studie

Ujasnéni odebirani a uchovavani vzorki: Zajistit, ze zplsob odbéru a uchovavani
vzorku je v souladu s jinymi studiemi.

Sheér dalsich informaci o vzorku: Nejen informace o vzorku samotném, ale také
detaily o pacientovi Ci prostredi (napf. teplota, vihkost, umisténi)

— dobré promyslet mnozstvi informaci vs. mnozstvi vzorku
Projednani se statistikem: Statisticka podpora je klicova, aby bylo zajisténo, zZe
design experimentu je robustni a vysledky statisticky validni.
Pocet vzork( — véda vs. realita: Védecky idedl (velké mnoZstvi vzork( pro
statistickou silu) se ¢asto musi prizpUsobit realité (cas, finance, dostupnost
pacientl).
Zarazeni a vylouceni pacientli (nebo lokalit sbéru vzorkt): Definovani jasnych
kritérii pro to, kdo nebo co bude zahrnuto do studie (predchazet chybam a
zkresleni)

Dotazniky: Pouziti jiz validovanych dotaznikd, pokud je to mozné, pro zajisténi
konzistence a spolehlivosti dat.

— Prevzaty vs. vlastni dotaznik: Vytvareni novych dotaznik( je slozité, proto je ¢asto lepsi
adaptovat jiz ovérené formaty.



Design studie

Co dalsiho je potreba vzit v uvahu?
e Etické aspekty

— Zvlast dilezité v klinickych a zvitecich studiich. Vyzkum by mél
byt navrzen s ohledem na etiku, coz zahrnuje ziskani
informovaného souhlasu ucastnikt a minimalizaci Skod nebo
rizik pro subjekty.

* Pilotni studie
— Maly predbézny experiment, ktery se provadi pred
plnohodnotnou studii. Cilem pilotni studie je otestovat
proveditelnost experimentu, validovat metodiku a identifikovat
potencidlni problémy.
— Pomaha odhalit metodologické chyby nebo problémy s
logistikou, coz mUze usetfit ¢as a zdroje béhem hlavni studie.



ORGANIZACE PRACE V LABORATORI



Organizace prace: Efektivni rozdéleni
labotore/i

e Zony v laboratori:

* Laborator rozdélena do specifickych zon podle typu
cinnosti (napf. priprava vzorku, analyza, skladovani).

* Minimalizace pohybu se vzorky: Usporadani
laboratore tak, aby kroky experimentu na sebe logicky

navazovaly a vzorky nemusely ,cestovat” po
laboratori, ¢imz se snizuje riziko kontaminace.

 Jasna pravidla na viditelnych mistech:
* Pravidla a postupy pro praci a uklid jsou viditelné
vyvéseny v laboratori, aby se zajistilo jejich
dodrzovani.



Organizace prace: Efektivni rozdéleni
labotore/i

Nucleic acid Extraction Room/Area

Reagent Preparation

Laminar Hood 7 ‘\
Pipette : Room/Area
— High speed Centrifuge \
. Marker I". Only pOSltlve pressure
Pipettes \
AUtOCIEVE - III i
%, Pure water System \ Reagent/Master mix
3 Refrigerator \'-. .
Sample Reception Air-Conditioner Template Preparation
Sink e 3 Pipette
ROOFT'I/AI'E& Biosafety Cabinet (optional) Addition \ Vortex
Room “-\\ Spinzdown Centrifuge
\ Refrigerator
\ Freezer
‘. Laminar Hood
N\
N\
Cha nging Room ‘ | Reagent Storage
Changing | ~ Passage
| Room |
Way — ‘
"
Rev: : Analysis of PCR Products PCR Amblificati
¥ Indicates Specimen Passthrough = mplitication
(Hatch) Gel Electrophoresis Room Chanalng PCR Room
/ Pipette R Thermocycler
| Indicates Positive pressure Electrophoresis Apparatus UPS and Voltage Stabilizer
\ Dl arice Dark Room ?[_}e;te Centrif
. s pindown Centrifuge
“lIndicates Way ;‘Irl:i:(rowave Qucn UV transilluminator Camera Air-Conditioner

Indicates door

Molecular Laboratory Design




Organizace prace: Priprava pred
zahajenim prace

* Naplanovani prace predem:

* Teoreticky pruchod protokolem: Pred vstupem do
laboratore si podrobné projit postup, aby bylo
zajisténo, ze je vSe spravne pochopeno a jsou
pripravené vsechny potrebné materialy.

* Kontrola pripravenosti:

e Zkontrolovat, zda jsou vSechny reagencie a vybaveni
nachystany a zda jsou dostupné vSechny pomucky.

* Pokud neni vSe pripravené, neprovadet experiment,
dokud neni k dispozici vse, co je potreba.



Organizace prace: Udrzovani poradku a
pristroju
* Pravidla pro uklid po praci:
* Pravidelny uklid pracovni plochy po kazdém pouziti a po

kazdé fazi experimentu, aby se minimalizovalo riziko
kontaminace a chyb.

* Pravidla pro pripravu pracovniho mista: Vzdy zacit s Cistou
plochou, nastavit vSe predem.
* Udrzba pristroju:
e Kazdy pristroj musi mit jasné pokyny pro pouziti a udrzbu,
které jsou vyvesené u pristroje nebo snadno dostupné.
* VVedeni zaznamu o Udrzbé a opravach: Kdy byl pristroj
naposledy cisten nebo opraven? Kdo provedl| udrzbu?

* Pravidelné kontroly stavu: Pravidelné kontrolovat stav
pristroju a ndastroju (napf. kalibrace, Cisténi) a
zaznamenavat do protokolu.

* Priklad



Organizace prace: Zajisteni dostatku
materialu

 Dostatek materialu v laboratori:

* Pravidelné kontrolovat zasoby a zajisStovat, ze
vsechny nezbytné reagencie a materialy jsou k
dispozici v dostatecném mnozstvi.

e Zavedeni systému pro sledovani zasob (napr.
inventarni systém nebo LIMS), ktery pomaha
predchazet vypadkum.



Organizace prace: Priprava pred
zahajenim prace — check list

Obecné zasady

1. Zasobovani a materialy:
o VS8echny reagencie a spotfebni material byly pfed zahajenim experimentu zkontrolovany (dostupnost a exspirace).
o  Materialy a pomucky byly spravné tfidény pro pre-PCR a post-PCR zénu.

2. Bezpecnostni opatieni:
o Jsou dodrZzovany vSechny bezpecnostni protokoly, v&etné noseni OOP.

o Byla ovéfena dostupnost havarijnich prostfedkd (napf. neutralizaéni roztoky, prvni pomoc).



Organizace prace: Priprava pred
zahajenim prace

PCR Laboratof — Checklist
. 1. Pre-PCR zoéna (Pfiprava vzorkl a reakénich smési)
1.  Cistota pracovni plochy a vybaveni:
o Pracovni plocha byla pfed praci dekontaminovana (napf. 70% ethanol, UV svétlo).
o Pouzité pipety byly dekontaminovany a jsou uréeny pouze pro pre-PCR praci.
o Spotiebni material (Spicky, zkumavky) je sterilni a je ur€en pouze pro pre-PCR zénu.
2 Priprava reagencii a vzork:
o Reagencie jsou spravné rozmrazené a pfipravené.
o Byly pouzity filtracni Spi¢ky (pro snizeni rizika kfizové kontaminace).
o DNA/RNA vzorky byly pfidavany naposledy, aby se omezila moznost kontaminace.
o VSechny zkumavky a reakéni smési jsou oznaceny podle protokolu.
3. Osobni ochranné prostiredky (OOP):
o VSechny osoby v pre-PCR z6né maji na sobé OOP.
o Rukavice byly vyménény pfed vstupem do pre-PCR zény.
4. Zaznamy a protokoly:
o Vedené laboratorni deniky zahrnuji vSechny dllezité detaily (datum, €asy, typ vzorkd, pouzité reagencie).

o Protokol byl zkontrolovan a je pfipraven pro dalsi kroky.



Organizace prace: Priprava
zahajenim prace

2. Post-PCR zé6na (Amplikace DNA a analyza)
Presun z pre-PCR do post-PCR zény:
o VSechny pracovni plochy v post-PCR zéné byly dekontaminovany pfed zacatkem experimentu.
o Pro pfechod do post-PCR zény byly vyménény rukavice a laboratorni plast'.
o Veskeré pouzité pipety, zkumavky a dal$i pom(icky jsou uréeny pouze pro post-PCR zénu.
Umisténi a provoz PCR cykleru:
o PCR cykler byl zkontrolovan a je v provozuschopném stavu (spravné nastaveny teplotni profil).
o Reakéni smési byly spravné umistény do cykleru.
o PCR cykler je umistén v post-PCR z6né&, kde nedochazi ke kfizové kontaminaci.
Analyza vysledki (nap¥. elektroforéza):
o Byly pouzity nové rukavice pro praci s PCR produkty.
o Agarézovy gel byl pfipraven v post-PCR zo6né.
o Elektroforéza byla provedena s pfistroji a materialy uréenymi pro post-PCR praci.
Uklid a udrzba:
o Pracovni plocha a pfistroje byly po ukonéeni experimentu dekontaminovany.
o Zaznamy o provedené udrzbé pristroju a sanitaci byly doplnény do laboratorniho deniku.

o Spotfebni material (Spi€ky, zkumavky) byl spravné zlikvidovan dle laboratornich pfedpisu.

pred



LABORATORNI DENIKY



Laboratorni deniky: Vyznam

* Reprodukovatelnost experimentu:

Pfesné a peclivé vedeni zaznam( umozZniuje opakovani experimentl jinymi vyzkumniky za
stejnych podminek.
Bez peclivych zaznam( mUze byt tézké interpretovat vysledky nebo zjistit pri¢inu chyb.

e Shirani metadat:

Kromé hlavnich vysledkUl je dllezité zaznamendvat také metadata (napf. ,vzorek XY po izolaci
byl zabarven do Zluta“).

Vyuziti v analyzach: Metadata mohou byt nasledné vyuzita pro statistické analyzy. Mohou
napriklad odhalit vzorce, jako je opakujici se nizkd vytéznost u urcité osoby nebo zmény v
mikrobialnim sloZeni vzork( izolovanych uréitym lotem kitu.

Pomoc pti odhalovani procesnich chyb: Tyto zaznamy mohou pomoci odhalit skryté chyby v
procesech nebo vybaveni, které mohou ovlivnit vysledky.

. Optlmallzace a SOP:

Laboratorni denik: V pribéhu optimalizace procesu je dllezité dokumentovat vSechny zmény
a zlepseni.

Prepis do SOP: Jakmile je proces optimalizovan, mél by byt prepsan do Standardnich
operacnich postuptli (SOP) a kategorizovan, aby byl jednoduse opakovatelny.

Elektronicka forma: Prehledny zapis v elektronické formé usnadnuje nasledné vyhodnocovani
a sledovéni trendu.



Laboratorni deniky: Obsah

1. Zakladni informace o experimentu

Kdo: Jméno osoby, kterd provadi experiment.

Kdy: Datum a ¢as kazdého kroku experimentu.

Co: Jasny a podrobny popis toho, co bylo provedeno, véetné metod a pouzitych technik.
2. Pouzité materidly a vybaveni

Reagencie a chemikalie:

Nazvy pouzitych latek, Sarze a expiracni doby.
Informace o plivodu reagencii (dodavatel, katalogové Cislo).

Laboratorni pfistroje:

Pouzité pristroje a jejich stav (napr. kdy byl pfistroj naposledy kalibrovan).
Specifické nastaveni pfistrojli (napf. teploty, rychlosti, casové intervaly).

3. Procesni kroky
Postup experimentu:

Podrobné popisy kazdého kroku experimentu, aby bylo mozné jej reprodukovat.
Zaznamenani ¢asl jednotlivych krokt (napt. doba inkubace, ¢asy méreni).

Odbér vzorku:

Specifikace vzorkd, véetné zplisobu odbéru, uchovavani, identifikace (napr. vzorek €. 1, teplota skladovani).

Presné sledovani kroku:

Napfriklad u PCR zdznam o pfipravé smési, programovani cykleru a parametry cyklu.



Laboratorni deniky: Obsah

4. Sledovani kritickych parametru
*  Podminky experimentu:
e Zaznam o podminkdach experimentu, jako jsou teplota, vlhkost, pH, atmosférické podminky apod.
*  Kontroly:
* Zaznam o poutziti pozitivnich a negativnich kontrol, jejich vysledky a hodnoceni.
* Metadata:

*  Poznamky o jakychkoli odchylkdch nebo neobvyklych pozorovanich (napt. zména barvy vzorku, zména
konzistence).

5. Vypocty a analyza
e Zaznamy o vypoctech:
* VSechny potifebné vypocty (napt. koncentrace, fedéni, mnozstvi reagencii).
* Detailni popis vypoctovych kroka véetné vzorc( a jednotek.
*  Statisticka analyza:
* Jaké statistické testy byly pouzity k vyhodnoceni vysledkd.
*  Zpusob, jakym byly vysledky interpretovany a jak byly analyzovany v kontextu experimentu.
6. Vysledky a jejich interpretace
*  Primarni data:
* Zaznamendni vSech vysledkd, véetné surovych dat (napf. absorbance, namérené hodnoty).
*  Grafy a vizualizace:
* Vkladani nebo odkaz na grafy, obrazky, elektroforetické gely, spektra apod.
* Interpretace vysledku:
*  Poznamky o vyznamu vysledk( a jejich vztah k hypotéze nebo vyzkumné otazce.



Y 4 Y 4 Y 4 Y 4
Laboratorni deniky: Papirovy vs.
° ° V 4 V4
digitalni
Papirové deniky:
* Vyhody:
— Snadna dostupnost bez potrfeby elektroniky nebo softwaru.
— Neékteri vyzkumnici preferuji pfimy fyzicky zapis.
* Nevyhody:
— Obtizna zaloha (original je jediny exemplar).
— Riziko ztraty, poskozeni (napf. politi, ohném).
— Omezena moznost vyhledavani a organizace informaci.
Digitalni deniky:
* Vyhody:
— Snadné zalohovani a sdileni dat s ostatnimi ¢leny tymu.

— Moznost vyhledavani v dokumentech, organizace dat, vkladani obrazkt a
grafu.

— Kompatibilita s dalSimi systémy, napr. LIMS.
* Nevyhody:
— Potreba elektronického zarizeni (PC, tablet).
— Zavislost na softwaru a pripadnych licencich.
* Priklad



Laboratorni deniky: LIMS

LIMS (Laboratory Information Management Systems)

* Coje LIMS:

* Laboratory Information Management System (LIMS) je digitalni systém, ktery
spravuje vSsechny aspekty laboratorni ¢innosti, od spravy vzorkud pres
experimentalni data az po vysledky.

* Funkce LIMS:

 Sledovani vzorki: LIMS umoziiuje snadné sledovani vzorkl béhem jejich
zivotniho cyklu (prijem, analyza, skladovani).

* Automatizace zaznami: UmoZnuje automatizované zaznamendvani vysledku
experimentu a jejich propojeni s konkrétnimi vzorky.

e Sdileni dat a zalohovani: Usnadnuje sdileni dat s ostatnimi védci a
automaticky zalohuje zaznamy.

. Vyhody LIMS:
* Rychlé vyhledavani informaci, které Setri Cas.
 Zajistuje konzistenci a kvalitu dat diky automatizaci procesd.

* Umoznuje prehlednou spravu vzorki a vysledk( v ramci tymu nebo celé
laboratore.

* Primé Cerpani strukturovanych dat: Datovi analytici mohou primo z LIMS
ziskavat strukturovana data pro dalsi analyzy, coz zjednodusuje a urychluje
proces zpracovani da



KONTROLY



Vzorky s nizkou abundanci bakterialni
DNA

» Casto se jedna o vzorky tkani a télnich tekutin

— Pri infekcich zpUusobenych vicero patogeny (Spatné
se uplatniuji klasické metody)

— Vzorky tumoru apod. (kolorektalni karcinom,
karcinom prsu)

— Zdravé tkané — prirozeny mikrobiom? (mozek)
— Mekonium, mohou to byt i rizné stéry



Velké mnozstvi humanni DNA

Ve vzorcich se bakterialni DNA mUze vyskytovat jen desetinach azZ setinach procent

Velky problém zejména u celometagenomového sekvenovani (musi se odstranit), ale i u
sekvenace genu pro 16S rRNA vznikaji nespecificity

Resen:
— NEBNext® Microbiome DNA Enrichment Kit
e Pouziti i na zmrazeny vzorek
* Pouziva se az po izolaci DNA
— Ultra-Deep microbiome Prep-Molzym
* Pouziti na nezamrazeny vzorek
* Slouzi k izolaci bakterialni a fungalni DNA ze vzorku tkané nebo télnich tekutin
— MolYsis™ complete 5
* Pouziti na nezamrazeny vzorek
* QOdstranéni eukar. DNA
* Degradace bakterialni b. stény, purifikace mikrobialni DNA
— Benzonazova metoda
— Saponiny



Kontaminace

* Coje pravda a co pouze kontaminace? U vzork( s nizkou abundanci
bakterialni DNA se mnohem pravdépodobnéji projevi
— Casto u odbéru nemozné odebrat naprosto sterilné
— Kontaminace z lidi a prostredi
— Kontaminace z kit(
— Kontaminace ze sekvenatoru
* Redeni
— Negativni kontroly, stéry z prostredi, kontrola kitd, maly pocet cykl( u sekvenace genu pro
16S rRNA, vysoka kvalita prace
— Standardy — mock komunita, nasyntetizovany interni standard

Problém zejména u 168, kde se kontaminace pomnozi a v podstaté samotny
vzorek , prehlusi”



Pridavani kontrol k mikrobiomovym
studiim

Cim méné ..tim vice

bakterialni DNA pozitivnich i

ve vzorku... negativnich
kontrol

A také se vyplati vice hlidat
procesni kroky — zapisovat
si kdy, kde, kdo a co
izoloval, loty kit apod.




Kontaminace u vzorku s nizkou
koncentraci bakterialni DNA

Low-biomass samples (treatment 1) A Low-biomass samples (treatment 2) ®
DOOU Sample DNA DOOT
DOOA DOGT
Wl Contaminant DNA gl l m«m
I Taxonomic profiles I
\ Data analysis: PCA

Different contaminant taxa drive signal

Eisenhofer R. et al. Biomass Microbiome Studies: Issues and Recommendations, Trends in Microbiology
Trends in Microbiology, https://doi.org/10.1016/j.tim.2018.11.003.



Procesni kroky

Jak, ¢im, kdo, kdy
Parametry odbéru
Parametry

odbérového mista

Redéni
Homogenizace
Filtrace
Centrifugace

Lot izolaéniho kitu
Parametry napf.
homogenizatoru,
centrifugace

Mnoizstvi a kvalita
DNA

Mnozstvi
bakterialni DNA
(aPCR)

Loty vSech
pouzitych
reagencii
Parametry PCR
(25 cykl()

Parametry
sekvenace

Lot sekvenacniho
kitu




Negativni kontroly

Negativni kontroly

- kontrola kontaminace
*  Kontaminujici DNA

* Zktizend kontaminace

Upravavzorku

Vzorkovani

Negativni kontroly
*  Prvni a posledni zkumavka
* U desticek 8 jamek

* Pokud se s kontaminaci dale pracuje (do
vyhodnocovani) — 3 opakovani

Pfiprava knihovny

Sekvenace

Kontaminace aditiv
(fediciho roztoku,
homogenizacnich kulicek,
plastu)

SBC, Sampling blank
control

Umoznuje odlisit
kontaminaci ze
vzorkovaci lokality a
odbérového vybaveni

NTC, No Template
Amplification Control
Kontrola reagencii,
prostiedi a vybaveni

Kontrola kontaminace
izolacnich kitt, reagencii a
prostredi

Kontrola procesu
sekvenace

Kontrolni stéry + Redici roztok
pouZitého vybaveni a * Oplachnuté

prostredi homogenizacni zarizeni
Vyplach pouzitého

plastu

Oteviena zkumavka

béhem odbéru,

nasledné vyplachnuta

* lzoluje se bacterial PCR s bacterial free
DNA free voda, musi vodou
probihat zaroven s

izolaci vzorkd! rRNA — rozdil mezi

negativni kontrolou a

vzorkem

NK vzorkovani, SBC
NK Upravy vzork(

NK exrakce DNA

Vysledky qPCR pro 165

+ Sekvenace knihovny
pripravené s PCR
bacterial free vodou

NK pfipravy knihovny a sekvenace




Pozitivni kontroly

Pozitivni kontroly Pozitivni kontroly

- kontrola procesu e Celularni - bakteridlni smés (Cellular Mock Community)

* Cilem je ziskat ocekavany vysledek * DNA standard

*  Mohou byt zpracovavany ,vedle” vzorku (klasické * DNA izolovand z mikroorganism(

PK), nebo se pridavaji ke vzorku (spike-in kontroly) * Syntetickd sekvence
T BT

« Teoreticky lze pridat * Kontrola klasicka, celularni mock komunita, izoluje se ¢ Klasicka DNA mock * Kontrola procesu
celularni spike-in stejné jako vzorky komunita, kontrola sekvenace
pozitivni kontrolu jiZ ke e Celularni spike-in kontrola, pfida se ke vzorku pfed PCR, nasledné jde do ¢ interrun kontrola,
vzorku pfi odbéru prvni Upravou vzorku sekvenace komplexni vzorek,
(ovlivnéni vzorku ¢ Spike-in kontrola ktery se dava do vsech
transportem, rund, u stolice jde
skladovanim), ale koupit, pfipravuje se
nedéla se casto stejné jako klasicka

DNA mock komunita

PKvzorkovani

PK Upravy vzork( a extrakce DNA

PK pfipravy knihovny a sekvenace

Porovnanim PK z extrakce a z pfipravy knihovny lze zjistit, kde dochazi ke zkfizené kontaminaci.
Z rozdilu Gcinnosti PCR PK a NK Ize vypocitat cutoff pro vyfazeni vzork( z analyzy.



Pozitivni kontroly — klasickeé

Zpracovavaji se jako vzorek

Slouzi i k optimalizaci procesu, pomoci série
redeni lze zjistit limity detekce, ucinnost extrakce
atd.

Muze pomoci odhalit zkrizené kontaminace a
chyby v procesu

DNA mock komunita pro kontrolu pripravy
knihovny se povazuje jiz za standard a byva
vyzadovana pri publikacich



Pozitivni kontroly — Spike-in

Pridavaji se do vzorku

Mohou byt i celuldrni (vyuzZiti pfi extrakci) nebo DNA (lépe synteticka)

Vyhody:
— Pomohou pfripravit knihovnu i ze vzorkl s nizkym mnozstvim bakteridlni DNA
— Kontrola inhibice PCR
— Lze vyuzit pfi odstranovani kontaminace bioinformaticky

— Jedna kontrola pro bakterie i houby — mlze pomoci zjistit vzajemny pomeér
téchto dvou skupin MO ve vzorku

— Kvantifikace?

Vlastnosti
— Sekvence kontroly musi byt odliSna od sekvenci pfitomnych ve vzorcich
— Musi byt priblizné stejné dlouha



Osvédcené postupy

Bacterial PCR free reagencie, zejména voda

Dekontaminace reagencii — zbaveni se bakterialni DNA,
zejmeéna u master mixu pro PCR

Alikvotace vSech reagencii (po otevreni rychle dochazi ke
kontaminacim)

Oddéleni prostor

Vysoky standard uklidu a pouzivani prostredku pro
eliminaci DNA jak na povrsich, tak uvnitf boxt apod.

Vse otevirat az v boxu
Nikdy nevyndavat véci z boxu a zase je vracet
Pred otevrenim jakékoliv zkumavky stocit (aerosol na vicku)



Kontrolni minimum

* Negativni kontrola extrakce

* DNA pozitivni kontrola klasicka — mock
Komunita

* Doporuceni:
— interrun kontrola

— Negativni kontrola pripravy knihovny (PCR,
nejenom ji udélat, to se predpoklada vzdy, ale
osekvenovat)



Vzorky s nizkou nalozi bakterialni DNA

Narocny experimentalni design, nutno promyslet
dopredu zavedeni vsech kontrol a jejich pocet

Pocet kontrol je na zvazeni, vyrazné prodrazuje
experiment — je potreba na to myslet jiz v zadosti o
grant apod.

Je potreba pocitat s tim, Ze bude potfeba hodné vzork
vyradit z analyzy, protoze nebude rozdil mezi vzorkem a
negativni kontrolou

Vyzaduje naro¢nou optimalizaci procesu a zvyseny
standard prace = zvysené naklady

Idealni je i pracovat s kity, které jsou bacterial DNA free
- zvysené naklady



Mame spoustu kontrol a co pak s tim?

Porovnanim kontrol a vzorku se zjisti mnozstvi kontaminace,
problematické je, Ze se muUze u kazdého batche vzorku lisit (dle data,
personalu, lotu..).

V pripadé zjisténi limitu detekce pomoci pozitivnich kontrol lze vypocditat
jakeé vzorky vyradit.

Kontaminujici taxa se sice doporucuje vyradit, ale ne vzdy je to
jednoduché, protoze mohou byt i prirozené ve vzorku. Navic pri vétSim
mnozstvi negativnich kontrol je téchto taxonu detekovano velké mnozstvi a
jsou variabilni.

Kontaminujici taxa se mohou pouze reportovat a opatrné interpretovat,
kdyz jsou to zaroven taxa signifikantni ve statistickych analyzach.

Existuji bioinformatické ndastroje, které upravuji data podle vysledk
kontrol (je potreba dopredu si promyslet, zda chci néjaky tento nastroj
pouzit a prizpUsobit tomu vybér kontrol) nebo vyuzZivaji bioinformatického
modelovani. Nastroje se znacné lisi v prisnosti, ktera taxa odstranuiji a
ktera ne.

Nastaveni jakychkoliv cutoffii je narocné a nejsou jasna pravidla.



