quanty HEV

Y11k

Detekce a kvantifikace viru hepatitidy E
pomoci Real Time PCR

UVOD A ZAMYSLENE POUZITI

Systém quanty HEV je kvantitativni test, ktery umozriuje amplifikaci
a kvantifikaci RNA pomoci Real Time PCR, konkrétné oblasti ORF3
viru hepatitidy E.

Postup umozriuje detekci cilové RNA pomoci real time PCR.
Analyza vysledku se provadi pomoci analyzatoru real time PCR
(termocykler integrovany se systémem pro detekci fluorescence a
specializovanym softwarem).).

OBSAH KITU
Kit obsahuje reakéni €inidla v mnoZstvi dostate¢ném pro provedeni
24 testu

Mnozstvi Popis

Enzymovy mMix

R1 2x8ul Reverzni transkriptdza a Taq polymeraza (modré
vicko)
HEV Mix sond
Upstream primer, downstream primer, cilové sondy
R2 2 x200 pl (FAM pro HEV a VIC pro interni kontrolu), voda bez
nukledz, ROX, dNTPs, Tris-HCI, KCI, MgCl; (zelené
vicko)

synteticka RNA odpovidajici genu ORF3
- 2x35u 100,000 cps/pl

synteticka RNA odpovidajici genu ORF3

R 2x35u 10,000 cpsiul

RS 235l ?_/g(t)gtf;:/SNA odpovidajici genu ORF3

R6 2x35ul %r(;tect’i)r;l/ﬁ RNA odpovidajici genu ORF3
| [ERUT e

R8 1x50pl Negativni kontrola

Navod k pouziti: ST. RT41-ENG.4

POTREBNE MATERIALY A PRISTROJE, KTERE NEJSOU
SOUCASTI KITU

Jednorazové latexové rukavice bez pudru;

Stolni mikrocentrifuga (12 000 - 14 000 rpm);

Mikropipety a sterilni Spicky s aerosolovym filtrem;

Vortex;

Plasty (mikrotitracni desticka a opticky adhezivni kryt);

EZ1 Advanced XL DSP Virus Card. - Ref. 9018703 - QIAGEN.
Reagencie

Kit quanty HEV byl hodnocen s nasledujicimi extrakénimi
metodami:

Manualni extrakce

Ref. 52906. QIAmp Viral RNA Mini Kit

Souprava umozniuje ruéni extrakci RNA z testovanych vzorkd.
Souprava obsahuje ¢inidla pro 250 vzorkl. (QIAGEN)

Automaticka extrakce

Ref. 62724. EZ1 XL DSP Virus Kit.

Souprava umoziiuje automatickou izolaci RNA z lidskych vzorku.
Souprava obsahuije ¢inidla pro 48 vzorkd. (QIAGEN)

Podle instrukci vyrobce mohou byt vhodné také alternativni
systémy a kity pro extrakci nukleovych kyselin. Vhodnost postupu
extrakce nukleovych kyselin pro pouziti s quanty HEV musi uzivatel
ovéfit.

Pristroje
Kit quanty HEV byl hodnocen pfi pouZiti s nasledujicimi pfistroji:

Extrakce

Ref. 9001492. EZ1 Advanced XL.

Roboticka pracovni stanice pro automatickou purifikaci nukleovych
kyselin do 14 vzork(i sou¢asné (QIAGEN).

Real Time PCR
Kit quanty HEV byl vyvinut a ovéfen pro pouziti s nasledujicimi
pfistroji pro qPCR:

e 7500 Fast Lifetechnologies

e Rotor-Gene Q MDx QIAGEN

e Versant kPCR AD: Siemens nebo Stratagene
MX3005P/MX3000P

e LightCycler 480 Roche

Zajistéte, aby byly pfistroje  nainstalovany, kalibrovany,
zkontrolovany a udrZzovany v souladu s pokyny a doporuc¢enimi
vyrobce.

VZORKY A SKLADOVANI

Quanty HEV systém musi byt pouzit s extrahovanou RNA pouze z
nasledujicich biologickych vzorkl: plazmy a séra.

Odebrany material musi byt odeslan a skladovan pfi +2 az + 8 ° C.
Vzorky skladujte pfi -20 ° C, pokud se do 3 dnu nepouZziji.
BEZPECNOSTNI OPATRENI

Tato souprava je uréena pro in vitro diagnostiku (IVD), pouze pro
profesionalni pouZziti, a ne pro pouZiti in vivo.

Po rozpusténi Ize hlavni amplifikacni smés pouzit jednou (12
reakci). Je tfeba se vyhnout opakovanému rozmrazovani a
zmrazovani ¢inidel (vice nez dvakrat), protoze by to mohlo ovlivnit
provedeni testu. Pokud se maji reagencie pouzivat pferuSované,
musi byt zmrazeny v alikvotech.

VZzdy se fidte pokyny spravné laboratorni praxe (GLP).

Pri testovani vzorku noste ochranny odév, jako jsou laboratorni
plasté a jednorazové rukavice.

Béhem odbéru a testovani vzorkl se vyvarujte kontaktu s nimi.

Se vSemi pouzitymi materidly zachazejte jako s potencialné
infekénimi a likvidujte je do pfislusnych nadob na biologicky
nebezpecny odpad. Musi byt zlikvidovany podle mistnich zakonu.
Extrakci nukleové kyseliny a pfipravu reagencii provadéjte
oddélené.

Nikdy pipetujte roztoky Usty.

Béhem davkovani mastermixu se vyhnéte vzduchovym bublindm.
Pred zahajenim amplifikace je odstarite.

Po manipulaci se vzorky a reagenciemi si dukladné umyjte ruce.
Nemichejte ¢inidla z riznych Sarzi.

Kit neni infek&ni ani nebezpecny pro zdravi (viz Bezpec¢nostni list
materialu — MSDS).

V oblasti manipulace se vzorky a reagenciemi soupravy nejezte,
nepijte a nekurte.

Pred pouzitim tohoto testu si pozorné prectéte vSechny pokyny.
Nepouzivejte kit po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na Stitku
obalu.

NepouZivejte test z posSkozeného ochranného obalu.

OMEZENI METODY

Extrémni citlivost genové amplifikace muze v dusledku kfizové
kontaminace mezi vzorky a kontrolami zpUsobit falesné pozitivni
vysledky. Proto je potfeba:

- fyzicky oddélit vSechny produkty a Cinidla pouzita pro amplifikacni
reakce od produktl pouzivanych pro jiné reakce, jakoz i od
produkt po amplifikaci;

- pouzivat $picky s filtry, aby se zabranilo kfizové kontaminaci mezi
vzorky;

- pouzivat jednorazové rukavice a ¢asto je meénit;

- zkumavky otevirat opatrné, aby se zabranilo tvorbé aerosolu;

- zkumavku pfed otevfenim dal$i zkumavky uzavrit.

Spravné fungovani amplifikaéni smési zavisi na spravném odbéru,
spravném transportu, spravném skladovani a spravné pfipravé
biologického vzorku.

Stejné jako u jinych diagnostickych zafizeni musi byt vysledky
ziskané timto produktem interpretovany s ohledem na v8echna
klinicka data a dalSi laboratorni testy provedené na pacientovi.
Negativni vysledek ziskany u tohoto produktu naznacuje, ze RNA
HEV nebyla detekovana v RNA extrahované ze vzorku, ale mlze
také obsahovat HEV-RNA s niz$im titrem, nez je detekéni limit pro
produkt, v takovém pfipadé by byl vysledek fale$né negativni.
Stejné jako u jinych diagnostickych zafizeni existuje u tohoto
produktu zbytkové riziko ziskani neplatnych, faleSné pozitivnich
nebo fale§né negativnich vysledka.

SKLADOVANI A STABILITA

Skladujte kit quanty HEV pfi —=20 °C.

Kit quanty HEV se dodava na suchém ledu. VSechny soucasti
soupravy by mély byt zamrazeny.

Pokud jedna nebo vice soucasti pfi pfijeti nejsou zamrazené nebo
pokud béhem prepravy doslo k poSkozeni zkumavek, pozadejte o
pomoc zastupce spolecnosti Clonit.

Neporuseny a dobfe skladovany produkt ma stabilitu 6 mésict od
data vyroby. Nepouzivejte po uplynuti doby pouZitelnosti uvedené
na §titku obalu.

Je tfeba se vyhnout opakovanému rozmrazovani a zmrazovani
¢inidel (vice nez dvakrat), protoZze by to mohlo ovlivnit provedeni
testu. Pokud se maji reagencie pouzivat pferusované, mély by byt
zamrazeny v alikvotech.

ANALYTICKY POSTUP
Manualni extrakce
Ref. 52906. QIAmp Viral RNA Mini Kit

Postup pro plazmu a sérum

Postupujte podle pokyn( uvnitf kitu QIAmp Viral RNA Mini Kit.
Po inkubaéni dobé 10 minut pfi pokojové teploté pfidejte 5 pl
Inhibi¢ni kontroly.

Postupujte podle pokyn( uvnitf soupravy

Eluujte vzorek v 50 pl pufru AVE. Vzorky jsou nyni pfipraveny k
amplifikaci nebo skladovani pfi -80 °C.

Automaticka extrakce
Ref. 62724. EZ1 XL DSP Virus Kit

Postup pro plazmu a sérum
Postupujte podle pokynu obsazenych v kitu EZ1 XL DSP Virus.
Objem vzorku, ktery se ma pouzit:

Sérum /ul]

200

Priprava nosice (carrier) a vnitfni kontroly (inhibi¢ni kontrola).
Lyofilizovanou carrier RNA kompletné rozpustte v eluénim pufru
(AVE), od 310 pl, rozdélte na alikvoty a uloZte do —20 + 5 °C.
Neopakujte zmrazovani a rozmrazovani alikvotl vice nez 2x.

Pro kazdy analyzovany vzorek nafedte pomoci elu¢niho pufru
(AVE) 3,6 pl originalniho roztoku véetné carrier RNA a 10 pl
inhibi¢ni kontroly do celkovém objemu 60 pl.

Vyberte protokol zacinajici 200 pl vzorku a kongici eluci do 60 pl.
Postupujte podle pokynt obsazenych v soupravé EZ1 XL DSP
Virus Kit. Vzorky jsou nyni pfipraveny k amplifikaci nebo skladovani
pfi -80 °C.

NASTAVENI SOFTWARU

Lifetechnologies 7500 fast

Zapnéte pristroj a pocita¢ a oteviete ovladaci software. Kliknéte na
“Advance Setup”: ve vychozim nastaveni software zobrazi stranku
“experiment properties”. Napiste do policka “experiment name”
jméno souboru, vyberte druh pfistroje (7500 nebo 7500fast), typ
reakce (quantitation standard curve), druh pouZitych reagencii
(Tagman®Reagents) a ¢as analyzy (Standard = 2 hodiny k
dokonéeni runu).

Oteviete stranku nazvanou “page setup” (list pro pojmenovani
cilovych sekvenci a vzorkll — Define Target and Samples).

V okné Define Targets nastavte:

Cilova sekvence Reportér Zhaseé
Sonda HEV FAM TAMRA
Sonda pro interni kontrolu (IC) VIC TAMRA

Zadejte jména vzorku v okné “Define Samples”.

Na stejné strance “plate setup” vyberte moznost “Assign Target
and Samples”. Na obrazovce uvidite schéma mikrodesticky.
Vyberte oblast desky, kde budou umistény kontroly: vyberte jamky
desky a nastavte oba cile (HEV a IC). Vyberte “Assign target to
selected wells” v prazdném policku a “task Standard (S)” pro
cilovou sekvenci HEV a nastavte koncentraci kontrol.

Vyberte oblast v desti¢ce, kde bude umisténa negativni kontrola: v
prazdném policku vyberte “Assign target to selected wells” a
“task Negative (N)” pro cilovou sekvenci HEV.

Vyberte oblast desti¢ky, na které budou vzorky umistény: vyberte
jamky a nastavte oba cile (HEV a IC). Propojte kazdou jamku se
vzorkem pomoci okna “Assign samples to selected wells”.

Pro kazdy vzorek vyberte v prazdné Casti “Assign targets to

selected wells” “task UnKnown (U)” pro cillovou sekvenci HEV.

Nastavte ROX jako pasivni referenci a pouZijte ji jako normalizator
detekce fluorescence.

Oteviete ,Run Method® (list Graphic View) a nastavte spravné
Gasy a teploty cykll.

Reakci zahdjite kliknutim na tlagitko "Start Run". Templat muzete
ulozit pfed zahajenim béhu kliknutim na ,Save Template “.

Po kliknuti na tladitko "Start Run" se objevi okno "Save As". Po
spusténi béhu vam okno ,EditSamples“ umoziiuje pojmenovat
vzorky a kontroly v pozicich, ve kterych byly naéteny do pfistroje.
Vyberte mista, kde jsou umistény, kontroly o znamé koncentraci a
oznacte je jako standard HEV. Kliknutim na pole ,Type* muzete v
rozbalovaci nabidce ,Samples” vybrat typ analyzovaného vzorku.
Vyberte ,Standards”. Zadejte koncentrace kontrol.

Vyberte misto, kde jste umistili negativni kontrolu, a pojmenuijte ji
jako negativni kontrolu. Kliknutim na pole ,Type* muzete v
rozbalovaci nabidce ,Samples” vybrat typ analyzovaného vzorku.
Vyberte "Negative Controls”.

Vyberte umisténi kazdého vzorku a zadejte jméno nebo kod
pacienta. Samples” vybrat typ analyzovaného vzorku. Vyberte
moznost “UnKnown*

Na konci operace kliknéte na "OK" v "Edit samples" a vyckejte do
konce runu. Pak je teprve mozné provést analyzu dat.

Versant kPCR AD nebo Stratagene MX3005P/MX3000P

Zapnéte pfistroj a pockejte, dokud obé zelené kontrolky nebudou
trvale svitit, zapnéte pocita¢ a spustte ovladaci software. Na hlavni
obrazovce se objevi okno “New Experiment Options” vyberte
“Experiment type”: quantitative PCR (Multiple Standard).

Pred provedenim nového experimentu lampu zapnéte 20 minut
predem. Chcete-li lampu zapnout, kliknéte na ikonu lampy na
panelu nastroji nebo vyberte “Lamp On” v nabidce “Instruments”.
Ovérte spravné nastaveni gainu fluorescenénich reportérd: v
nabidce nastaveni zvolte: “Instrument” a pak “Filter set gain
setting*.

cykly. denaturace nasedani primerd extenze
1 50 °C 30 min
1 95 °C 2 min
45 95 °C 15 sec 55 °C 45 sec 72°C 15sec

Reportér Gain
FAM 4
HEX 4
ROX 1

Kliknéte na tlacitko ,Setup” na panelu nastroju a vyberte ,Setup
plate“. Popiste jamky odpovidajici kalibratorGm. Definujte pozice
kalibratoru v pravém menu a nastavte:

X ) Fluorescenéni Referenéni Replni'kaéni
D [nlss: data: barva: symbol:
FAM/HEX/ROX ROX Neni

Kliknutim na kazdou jamku se zobrazi okno ,well information®:
vyberte nazev kalibratoru.

V okné ,Select Quantity” nastavte koncentrace 4 kalibratort podle
pokynu uvedenych v odstavci Interpretace vysledkd.

Popiste jamky odpovidajici negativni kontrole. Definujte pozice NTC
v pravém menu a nastavte je:

X ) Fluorescenéni Referencni | Replikaéni
Typ jamky: data: barva: symbol:
NTC FAM/HEX/ROX ROX Neni

Kliknutim na libovolnou jamku se zobrazi okno “well information”:
jako nazev zadejte NTC.

Popiste jamky odpovidajici vzorkum. Definujte pozice vzorku v
pravém menu a nastavte:

cykly. denaturace nasedani primerd extenze
1 50 °C 30 min
1 95 °C 2 min
45 95 °C 15 sec 55 °C 45sec 72°C 15sec

X . Fluorescenéni Referenéni Replikaéni
TP [nlss: data: barva symbol:
Neznamy vzorek FAM/HEX/ROX ROX Neni

V okné “Reaction volume plate per well” nastavte objem 30 pl.
Po pfipravé destiCky a spravném vloZeni desticky do pfistroje
stisknéte tlagitko “Start Run”.

Rotor Gene Q MDx

Nastaveni experiment Ize provést pomoci privodce Quick Start
Wizard nebo Advanced Wizard, které se spusti pfi zapnuti
software. Vyberte privodce "Advanced". V prvnim kroku vyberte
model "Two Step Reaction" s dvojitym kliknutim na "New Run".

V nasledujicim okné vyberte ze seznamu typ instalovaného rotoru.
Zkontrolujte umisténi zajiStovaciho kruhu, zaskrtnéte policko
“Locking Ring Attached" a kliknéte na "Next".

Zadejte jméno operatora a reakéni objem 30 pl, a pak kliknéte na
"Next".

V nasledujicim okné kliknéte na "edit profile". Nastavte nasledujici
podminky reakce:

Kliknutim na kazdou jednotlivou jamku se zobrazi okno “well
information*: nastavte nazev nebo kéd vzorku.

Je také mozné blizko nazvu fluorescenéniho reportéru uvést nazev
analyzovanych cilu:
FAM HEX

HEV Interni kontrola

Na panelu nastroju vyberte list “Thermal Profile Setup”, nastavte
spravné teplotni cykly a ¢teni fluorescence pii nasedani primerua:

cykly denaturace nasedani primerd extenze
1 50 °C 30 min
1 95 °C 2 min
45 95 °C 15 sec 55°C 45sec 72°C 15sec

cykly denaturace m extenze
= primeru —
1 50 °C 30 min
1 95 °C 2 min
45 95 °C 15 sec 55°C 45sec 72°C 15sec

Vyberte nasedani primeri/extenzi z termalniho profilu a kliknéte na
"Acquiring A to cycling."

V dal$im okné vyberte Zluty z dostupnych kanalt a pfidejte jej
k snimanému kanalu spolu se zelenym kanalem a kliknéte na ,OK".
V dal$im okné kliknéte na ,OK" a poté na ,Next".

Kliknéte na tlacitko ,Edit Gain“ a nastavte nasledujici hodnoty pro
kazdy kanal:

Reportér Gain
Green 5

Yellow 5

Po piipravé desticky a jejim vloZeni do pfistroje stisknéte tlacitko
“Run”, na listu Thermal profile status a zkontrolujte spravnost
teplotniho profilu.

Na konci vyberte policko Turn Lamp Off. Stisknéte tlacitko Start:
software vas pozada o zadani nazvu uloZzeného souboru. Analyza
muze zacit.

LightCycler 480

Zapnéte pfistroj a pocita¢ a spustte ovladaci software. Na hlavni
obrazovce zapnéte “Experiment Creation” vyberte “Plate type” a
stisknéte tlacitko “New experiment”. Objevi se okno ,Experiment".
Na listu ,Run protocol” nastavte: Teplotni profil, Reakéni objem
(30 pl) a Detekéni format (dual colour hydrolysis probe).

Stisknéte tlacitko “Subset editor” a v tomto okné vyberte oblast
desticky, ve které budou napipetovany kontroly a vzorky.

Stisknéte tlacitko “Sample editor”. Vyberte spravny postup. (Krok1:
Abs quantification), vyberte podmnozinu vzorkl vytvofenou v
pfedchozim kroku a zadejte nazev pro kazdou jamku. Vyberte pro
kazdou jamku spravny typ vzorku nebo kontroly: Pozitivni kontrola,
negativni kontrola nebo neznamy vzorek.

Stisknéte opét tlacitko “experiment button”, vlozte desticku do
pristroje a stisknéte “start run”.

PRIPRAVA REAKCE:

Rozmrazte zkumavku Enzyme mMix;

Rozmrazte zkumavku sond HEV probes Mix;

Jemné zvortexujte 6,5 pl Enzyme mMix a 190 ul HEV probes Mix
(dohromady postaci k pripravé 12 amplifikaénich reakci: 4
pozitivni kontroly, 1 negativni kontrola a 7 vzorku).

Rozpipetujte mix po 15 pl do vybranych jamek na desticce
odpovidajicich nastaveni softwaru pfistroje.

Napipetujte do pfislusné pozice negativni kontroly 15 pl mixu.
Napipetujte do pfislusnych pozic pro vzorky 15 pl mixu

Napipetujte do pfislusnych pozic pro pozitivni kontroly 15 pl mixu:
po 15 ul pro 10° kopii/ul, 10° kopii/ul, 10* kopii/ul a pro 10°
kopii/ul.

Desku peclivé uzaviete pomoci optického adhezivniho filmu a
ujistéte se, Ze ve smési nejsou vzduchové bubliny, abyste se
vyhnuli ruSeni amplifikace.

U Rotor-Gene Q MDx uzaviete kazdou zkumavku vhodnym vickem.
Pfitomnost vzduchovych bublin nema vliv; odstfediva sila rotoru
umozni jejich automatické odstranéni.

Preneste desku do pristroje a stisknéte tlacitko “Start Run”.

KVANTITATIVNI ANALYZA

Lifetechnologies 7500 Fast, StepOne Plus.

Na konci PCR runu, software automaticky otevie okno "Analysis" v
nabidce "Amplification plot".

Vyberte jamky odpovidajici pozitivni kontrole, negativni kontrole a
vzorkum, které chcete analyzovat.

Vyberte v okné "Option", uprostfed vyskakovaci nabidky "Target",
HEV target. Zkontrolujte spravné nastaveni prahu (treshold).
Vyberte v okné "Option", uprostfed vyskakovaci nabidky "Target",
IC Control target. Zkontrolujte spravné nastaveni prahu (treshold).

Analyza vysledkl se provadi vybérem z nabidky v levé ¢asti stranky
“Analysis”. Ze stranky ,Standard Curve“ vyberte pfi zachovani
listu ,view well plate* vyberte jamky obsahujici body kfivky a
ovéite parametry popsané v odstavci ,Interpretace vysledku®
(korelacni koeficient, sklon etc...).

Na strance ,Amplification Plot" ovéfte amplifikacni graf pro kazdy
jednotlivy vzorek.

Otevienim listu ,view well table” je mozné ovéfit data ziskana z
experiment(: Prahové cykly, emitovana fluorescence a kvantifikace
cile vyjadrené v kopiich/reakcich nebo kopiich/ml, v zavislosti na
nastaveni kalibracni kfivky.

Kliknutim na soubor nabidky a vybérem exportu pole se otevie
okno ,export properties®. Uvedte nazev souboru, vyberte misto
pro ulozeni (Browse) a kliknéte na tlagitko ,Start export®. Timto
zpusobem software umozni uloZit soubor Excel se vSemi daty
odpovidajicimi vybranému experimentu.

Rotor Gene Q MDx

Na konci runu oteviete okno "Analysis". Vyberte list
“Quantification” a kliknéte na “cycling A (green)”.

Vyberte z nabidky “Dynamic Tube” a nasledné “Slope correct”.
Zkontrolujte spravné nastaveni prahu (treshold) v misté “CT
calculation — Threshold”.

Oteviete okno "Analysis". Vyberte list “Quantification” a kliknéte
na “cycling A (yellow)”.

Vyberte z nabidky “Dynamic Tube” a nasledné “Slope correct”.
Zkontrolujte spravné nastaveni prahu “CT calculation -
Threshold”.

Také v tomto pfipadé mlzete vytisknout zpravu o analyze kliknutim
na okno "Report” a vybérem souboru v prvnim Quantification
cycling A (green) a dale souboru cycling A (yellow).




Versant kPCR AD nebo Stratagene MX3005P/MX3000P

Kliknéte na tla¢itko “Analysis” na panelu nastroji. Software se ve
vychozim nastaveni otevie “Analysis Term Setting”. Aktivujte
tladitka FAM a HEX v dolni ¢asti obrazovky a vyberte testovaci
vzorky.

Kliknéte na list ,Results”; software se ve vychozim nastaveni otevie
na strance ,Amplification plot“. Zkontrolujte spravné nastaveni
prahu v konkrétnim okné ,Threshold fluorescence” v nabidce na
pravé strané obrazovky.

Vybranim “Standard Curve” z nabidky “Area to Analyze” je mozné
zobrazit data vztazena ke kalibracni kfivce a verifikovat parametry
popsané v odstavci Interpretace vysledku (korelacni koeficient,
sklon etc...). Vybranim policka ,Text report” z nabidky “Area to
Analyze” je mozné verifikovat data ziskana z experimentt: Prahové
cykly, emitovana fluorescence a kvantifikace cile vyjadfena v
kopiich/reakénich kopiich/ml v zavislosti na nastaveni kalibraéni
kfivky.

Z okna Text Report je mozné exportovat vysledky ziskané
kliknutim na file, export nebo hlavni nabidku.

LightCycler 480
Po dokonc¢eni béhu vyberte spravny druh analyzy, kterou chcete:

“Abs Quant/Fit Points”. Vyberte podmnozinu vzorkd, kterou chcete
analyzovat. Vyberte list “NoiseBand”, pod grafem muZete vybrat
,NoiseBand (Fluoresc.)*; a presurite ¢aru NoisBand na grafu
pomoci mysi vaseho PC. Tuto akci opakujte pro kazdy fluorofor
pomoci tlacitka ,Filter comb *.

Kliknutim na list ,Analysis“ muzete nastavit prah vybérem moZnosti
LPrah (ruéni).

Po nastaveni parametri stisknéte tlacitko ,Calculate”. Tuto akci
opakuijte pro kazdy fluorofor.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Prostrednictvim gPCR reakce v redlném case je mozné ziskat RNA

kvantifikaci HEV-RNA nastavenim hodnot pozitivnich kontrol

kalibracni kfivky. Pro vypocet téchto hodnot je tfeba vzit v Gvahu

vSechny kroky fedéni, které vzorek podstoupil béhem faze extrakce

a amplifikace.

Hodnoty Ct ziskané amplifikaci 4 kontrol znamého titru jsou

pouzivany softwarem pro vypocet kalibracni kfivky, ze které jsou

interpolovany neznamé vzorky.

Spravné fungovani amplifikaéni smési lze ovéfit analyzou téchto
arametru:

Pouziti pozitivnich a negativnich kontrol v kazdé amplifikaéni relaci
umoziiuje ovéfeni spravného fungovani amplifikaéni smési a
absence kontaminace.

V amplifikacni reakci kazdého vzorku jsou hodnoty Ct pro sondu
specifickou pro vnitfni kontrolu pouzity k ovéfeni analytické relace,
od extrakéniho procesu az po detekéni krok.

V amplifikani reakci kazdého vzorku se hodnoty Ct pro sondu
specifickou pro vnitfni kontrolu pouzivaji k ovéfeni analyzy, od
procesu reverzni transkripce az po detekéni krok.

Ujistéte se, Ze vyzarovana fluorescence pfi zesileni vnitfni kontroly
nema Ct> 30 nebo neni uréeno. Pokud vzorek vykazuje neuréenou
HEV RNA a vnitfni kontrolu Ct> 30, znamena to, Ze se vyskytly
problémy ve fazi extrakce nebo ve fazi amplifikace; proto muze byt
vzorek fale$né negativni.

Opakovani analyzy vzorku.

Lze povazovat za platné pro vzorky s Ct> 30 pro vnitfni kontrolu a
vysokou koncentraci HEV RNA. V tomto pfipadé mlze kompetitivni
charakter PCR skryt nebo znevyhodnit amplifikaci vnitfni kontroly.

8575/13 Plazma 4c 4.07 3.57
8576/13 Plazma 49 3.77 3.69
8577/13s Stolice 2a 5.42 5.63

Pramérny faktor konverze pro quanty HEV Kit:
1 kopie/ml =1 [U/ml

Baylis SA, Terao E, Hanschrmann KM, Collaborative Sudy to
establish the 15 WHO International Reference Panel for Hepatitis
E Virus RNA genotypes for Nucleic Acid Amplification
technology (NAT) based assays. WHO Report 2015,
WHO/BS/2015.2264

KFizova reaktivita:

Zkouska pfifazeni oblasti vybrané pro hybridizaci primerd
specifickych pro HEV se sekvencemiORF3 dostupnymi v
databazich oblasti ukazala jejich konzervativnost, nepfitomnost
vyznamnych mutaci a Uplnou specificitu pro analyzovany cil.

Pro kontrolu zkfizené reaktivity testu byly analyzovany vzorky

Zafizeni pro diagnostiku In vitro

Ctéte navod k pouZiti

Teplotni rozsah

Pouzitelné do (dd/mm/rrrr)

(0] Sarze (xxxx)

Identifikacni kod

Vyrobce

Detektor FAM Detektor VIC/Hex PCR Run vzorek
Ct neuréeno Ct > 30 nebo neuréeno neplatny opakovat pozitivni na jiné viry.
Ct neuréeno Ct<30 platny negativni
Vysoké Ct Ct<30 platny pozitivni Vzorek Pozitivni vzorek Ziskany vysledek
Nizké Ct Ct > 30 nebo neuréeno platny ;;lgzsi(t)isﬁi 1 HeV NZZZ(T/LI
2 HBV Negativni
VYKONNOST 3 HDV Negativni
Analyticka senzitivita: 4 Enterovirus Negafivni
. i 3 s v v v e o £ 5 HIV Negativni
Za analytickou citlivost se povazuje nejvyssi ziedéni (titr), na které
Ize pozitivni vzorek naredit, aniz by systém ztratil schopnost vzorek INTERFERENCE:

detekovat s mirou pozitivity 2 95 %. Analyticka citlivost systému
byla stanovena analyzou syntetické RNA, kvantifikované
spektrofotometrickou analyzou, obsahujici zajmové oblasti (ORF3)
viru v sériovych fedénich.

Analyticka citlivost quanty HEV stanovena pomoci analyzy Probit.

Pristroj Kopie/pl 95% interval spolehlivosti

7500 Fast 0.348 cpsiul é’:b%.lsﬁcc‘gm

RotorGene Q MDx 0.39 cps/ul é’:pgigi‘;ss/;ﬂl

Versant kPCR AD 0.3 cpsful gllfpol]éaisasslluljl

Pristroj Kopie/ul 95% interval spolehlivosti

7500 Fast 104 cps/ml S'E;_iggocf;é ml
RotorGene Q MDx 117 cps/ml SIL?; Zing)lsryrlnl
Versant kPCR AD 90 cps/ml SIL?; ggzc z?,/sn/ﬂm

Parametry Reference
RTS konc. 10° kopii/ul (FAM) Ct<22
Korelaéni koeficienty 0.990<r'<1
Krivka -3,6 < sklon <-3.2
PCR uéinnost 90 < uginnost < 100

Pokud RTS amplifikacni reakce pfi koncentraci 105 kopii vytvori
Ct> 22 nebo neuréend, relace nemuze byt povaZovana za platnou a
musi byt opakovana.

Ovéfte, zda hodnota korelagniho koeficientu (r?), sklon nebo
ucinnost reakce odpovidaji limitim uvedenym ve vySe uvedené
tabulce nebo se od nich pfili§ neodchyluji, coz pfedstavuje idealni
rozsah pro spravnou reakci PCR.

Spravnym nastavenim koncentrace standardid jako funkce
extrakéniho systému ziskate kvantifikaci vzorku pfimo v kopiich /
ml:

Manualni extrakce auumatickd

extrakce Alternativni
?STAZZSE:; Ref. 62724 extrakce
(QIAGEN)

RTS

35.700.000 kopii 30.000.000 kopii 1.500.000 kopii

R;S 3.570.000 kopii 3.000.000 kopii 150.000 kopii
R';S 357.000 kopif 300.000 kopif 15.000 kopi
RZS 35.700 kopii 30.000 kopii 1.500 kopii

Pokud se pouziji alternativni systémy, ziska se koncentrace vzorku
vyjadfena v kopiich / ml pomoci vzorce:

copie/ml = @XEXC,W
Ve Ea

Kde
- Ve: extrahovany vzorek Objem vyjadfeny v pl
- Ev: eluovany vzorek Objem béhem faze extrakce
vyjadfeny v pl
- Ea: extrahovany objem vzorku pouzity pro amplifikaci
vyjadfeny v pl
- Creaz: kopie poskytnuté nastrojem.
Stejné jako u jinych diagnostickych zafizeni musi byt vysledky
ziskané s timto pfipravkem interpretovany s ohledem na v8echna
klinicka data a dalSi laboratorni testy provedené na pacientovi.
Stejné jako u jinych diagnostickych zafizeni existuje u tohoto
produktu zbytkové riziko ziskani neplatnych, fale$né pozitivnich
nebo fale$né negativnich vysledku.

Klinicka sensitivita:

Za klinickou senzitivitu se povazuje schopnost detekovat pravdive
pozitivni vzorky v celkovém poctu testovanych vzork jako pozitivni.
Analyza byla provedena na HEV pozitivnich vzorcich a test byl
proveden podle doporuceni dané metody. Pozitivni vzorky byly
potvrzeny dal$i CE metodou.

Ziskané vysledky ukazuiji klinickou citlivost 100 %.

Diagnosticka specificita:

Za diagnostickou specificitu se povazuje schopnost metody
detekovat pravdivé negativni vzorky. Diagnosticka specificita
systému byla hodnocena analyzou testovanych lidskych vzork( a
potvrzena jako HEV negativni pomoci jiné CE metody.

Diagnosticka specificita je 100 % pro material extrahovany z
plazmy.

Analyticka Specificita:

Specificita testu byla zaru€ena pouZitim specifickych primer pro
HEV.

Prifazeni oblasti vybéru pro hybridizaci specifickych primeri pro
HEV s dostupnymi sekvencemi oblasti ORF3 pfitomné v
databazich, prokazalo: jejich konzervativnost, nepfitomnost
vyznamnych mutaci a Uplnou specificitu pro analyzovany cil.
Genotypy obsaZzené v referenénim panelu WHO byly pomoci
soupravy "quanty HEV" Uspésné detekovany, coz ukazuje, ze
souprava je schopna amplifikovat:

Genotyp 1

Genotyp 2

Genotyp 3

Genotyp 4

Sledovatelnost versus kontrola WHO

Pouzity standard (kéd PEI 8578/13, verze 2.0 ze dne listopadu) byl
zaveden jako 1. mezinarodni referenéni panel WHO pro genotypy
RNA viru hepatitidy typu E pro testy zalozené na technologii
amplifikace nukleovych kyselin (NAT).

X Pramérny Ziskané vysledky

Vzorek Matrice Genotyp Log (IU/m)) 1U/ml
8567/13 Plazma la 2.64 2.60
8568/13s Stolice la 4.25 4.64
8569/13 Plazma le 3.25 3.66
8570/13 Plazma 3b 4.20 3.38
8571/13 Plazma 3c 3.40 2.61
8572/13 Plazma 3e 3.50 2.75
8573/13 Plazma 3f 3.84 3.71
8574/13s Stolice 3 4.98 4.36

Ovérte, Zze v RNA extrahované ze vzorku nedochazi ke kontaminaci
mukoproteiny a hemoglobinem, aby se vyloucila mozna inhibice
reakce PCR. Interference zplUsobena kontaminaci mulze byt
detekovana spektrofotometrickou analyzou, ovéfujici pomér mezi
hodnotami absorbance pfi 260 nm (maximalni absorbance
nukleovych kyselin) a 280 nm (maximalni absorbance proteinu).
Cista RNA by méla mit tento pomér pfiblizné 2.

KONTROLA KVALITY

Doporuduje se zahrnout do kazdé analytické zkousky jako kontrolu
kvality kazdého kroku extrakce, amplifikace a detekce jiz testovany
negativni a pozitivni vzorek nebo referenéni material se znamou
koncentraci.

V souladu s certifikovanym systémem managementu kvality Clonit
srl 1ISO EN 13485 je kazda Sarze HEV testovana podle predem
stanovené specifikace, aby byla zajisténa konzistentni kvalita
produktu.
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TECHNICKA POMOC
V pfipadé jakychkoli dotazi a podpory se obratte na nasi
technickou podporu:

(aplikaéni specialista molekularni biologie)

Cechy a Morava

e-mail: smutny@biovendor.cz
tel.: +420 601 394 077
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Kit quanty HEV je diagnosticka souprava s oznacenil
evropskeé in vitro diagnostické smérnice 98/79/CE.
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