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1. POPIS PRODUKTU

Bosphore Parvovirus B19 Quantification Kit vl je souprava pro in vitro Real-Time diagnostiku,
kterd detekuje a charakterizuje oblast v genu NS v&ech hlavnich genotypd parvoviru B19 z lidského
séra, plazmy a vzork{ ¢ervené kostni dfené. Detekce fluorescence se provadi pomoci filtrG FAM a HEX.

DNA parvoviru B19 je amplifikovana a detekce fluorescence se provadi pomoci FAM filtru.

FAM
Komponenta (Gene) HEX
PCR Master Mix Parvovirus B19 Vnitfni kontrola
(gen NS)

Do sady byla integrovana vnitfni kontrola pro kontrolu extrakce DNA, inhibice PCR nebo
problémd s aplikaci. Zesileni vnitini kontroly jsou detekovana pomoci HEXového filtru. Vnitfni kontrolu
Ize pridat bud’' béhem extrakce DNA, nebo béhem kroku PCR.

2. OBSAH

Bosphore Parvovirus B19 Quantification Kit vl obsahuje nasledujici dH>O, Real-Time PCR Master

Mix, pozitivni kontrolu, standardy a vnitfni kontrolu.

Komponenta Einidlo Reakci | Reakei | Reakei
1 dH20 (1 000 pL) (1 000 pL) (1 000 pL)
2 PCR Master Mix (1 660 pL) (830 uL) (415 pL)
3 Vnitfni kontrola (550 pL) (275 pL) (275 pL)
4 Pozitivni kontrola (44 L) (22 pL) (22 pL)
5 Standard 1 (1 x 106) IU/mL (88 pL) (44 pL) (44 pL)
6 Standard 2 (1 x 105) IU/mL (88 L) (44 pL) (44 L)
7 Standard 3 (1 x 104) IU/mL (88 uL) (44 L) (44 L)
8 Standard 4 (1 x 103) IU/mL (88 pL) (44 L) (44 L)
3. SKLADOVANI

PCR cinidla pro Bosphore Parvovirus B19 Quantification Kit vl by méla byt skladovana pfi
-20 °C. Opakovanému rozmrazovani a zmrazeni (>3x) by se mélo vyhnout, protoze miZe snizit
citlivost. Pokud maji byt komponenty pouzivdny v malém mnoZzstvi, mély by byt zmrazeny v
aliquotech. Pfi pripravé PCR by komponenty nemély byt vystaveny pokojové teploté déle nez 10 minut

a komponenty PCR master mix by nemély byt vystaveny svétlu nebo vzduchu vice, nez je nutné.
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Lahvi¢ky musi byt zaviené, kromé pipetovani. Doporucujeme pripravit PCR na chladicim bloku a

hlavni smés PCR uchovavat v uzaviené nadobé.

4.

POZADOVANE MATERIALY A ZARIZENI

Montania 4896 Real-Time PCR pfistroj — Anatolia Geneworks, CFX96 Real-Time PCR detek¢ni
systém - Bio-Rad, QuantStudio 5 Real-Time PCR systém - ThermoFisher, LightCycler 480
Instrument II - Roche, Q gPCR Cycler - Quantabio, Rotor-Gene Q - QIAGEN nebo jiny systém
Real-Time PCR s FAM a HEX filtry*

0,1 mL nebo 0,2 mL tenkosténné PCR trubice, PCR desticky nebo stripy

Extrakéni systém Unio B24 nebo Unio B48 extrakéni systém, nebo systém pro extrakci a PCR
instalaci Unio A24S a sada pro extrakci virové DNA/RNA Unio 600 pl, systém pro extrakci a
PCR instalaci Unio 96 a univerzalni sada pro extrakci nukleovych kyselin Unio 96, extrak¢ni
systém Unio M32 a sada pro extrakci virové DNA/RNA Unio M32, manualni stojan na extrakci
nukleovych kyselin Magrev 24 a univerzalni sada extrakce nukleovych kyselin Magrev nebo
Magrev virova extrakce DNA/RNA Sada, spinova sada pro extrakci virové DNA z bosforu,
spinova sada pro extrakci bosforové virové DNA/RNA nebo univerzalni spinovaci sada pro
extrakci nukleovych kyselin bosforu nebo pristroj pro extrakci nukleovych kyselin magnesia
16 a sada pro extrakci virové DNA/RNA (Anatolia Geneworks) nebo jiné vysoce kvalitni sady

a systémy pro extrakci DNA
Mrazak (-20 °C)
Stolni centrifuga s rotorem pro mikrocentrifugacni trubice o objemu 2 mL nebo 1,5 mL

DNaza, RNaza, pyrogeny bezpyrogenni mikrocentrifugac¢ni zkumavky o objemu 1,5 mL nebo
2 mL

Kalibrované, nastavitelné mikropipety
DNé&za, RNaza, $pi¢ky mikropipety bez pyrogend s filtry

Jednorazové laboratorni rukavice, kabaty a cCepice

*Pro dal&i zatizeni pro PCR v redlném case, ktera lze pouzit s kvantifikani sadou Bosphore Parvovirus B19 v1,

kontaktujte prosim Anatolia Geneworks v informacich uvedenych v sekci 15.

5.

DULEZITE POZNAMKY A BEZPECNOSTNI POKYNY

Produkt by mél byt dodavan na suchém ledu. Po pfijezdu zkontrolujte pfitomnost suchého
ledu.

PFi doruceni zkontrolujte datum spotfeby na obalu a na etiketé zkumavky. Nepouzivejte

proslé produkty ani komponenty.

Mély by byt pouzity kalibrované nebo ovérené mikropipety, DNaza, RNaza a hroty

mikropipety bez pyrogen( s filtry a mikrocentrifugy bez DNazy, RNazy a pyrogenu.
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e Pred zahajenim testovaciho procesu by mély byt véechny komponenty diikladné& rozmrazeny.
Po rozmrazeni by mély byt vSechny slozky kratce centrifugovany (odstredéni na 3-5 sekund)

a dobfe promichané, aby byla zajisténa homogenita pred pouzitim.

e Komponenty sady by mély byt uchovavany na ledu nebo na chladicim bloku, dokud neni

reakce pfipravena, a rychle vraceny na -20 °C.

e PCR a extrakce nukleovych kyselin musi byt provadé&na v rlznych oddé&lenich. Vzorky by mé&ly

byt skladovany oddélené, aby se zabranilo kontaktu s komponentami sady.
¢ Informace o patogenech by mély byt prezkoumany, aby bylo mozné rozpoznat zdravotni rizika.

e Biologické vzorky by mély byt zachdzeny s maximalni opatrnosti a v mikrobiologické
bezpecnostni skfini odpovidajici tridy. Fyzickému kontaktu s patogeny by se mélo vyhybat
nodenim laboratornich plastd a rukavic, bez moznosti jist nebo piti v pracovnim prostoru a

zabranit neopravnénym osobam v pfistupu do pracovniho prostoru.

e Po zpracovani biologickych vzork( by mély byt véechny patogenni odpady vzniklé béhem
extrakce nukleovych kyselin, véetn& materidld s nimi do kontaktu, vyhozeny do Iékafského

odpadu a bezpecné zlikvidovany.
6. OMEZENI POUZITI PRODUKTU

e VSechny komponenty mohou byt pouzity vyhradné pro in vitro diagnostiku.
¢ Tento produkt by mél byt pouzit v tomto uzivatelském manualu.

e Tento produkt je urCen pro personal specialné vyskoleny k provadéni in vitro diagnostickych

postupd.
7. INFEKCE

Parvovirus B19 patfi do Celedi Parvoviridae, rodu Erythrovirus. Parvovirus B19 je jedinym ¢lenem
eledi Parvoviridae , ktery je patogenni pro &lové&ka. Virus zpUsobuje predevsim erythema infectiosum,
artropatii a aplazii erytrocytl. Genom parvoviru B19 obsahuje 5596 nukleotidd. VnitFni kédovaci
sekvence (4830 nt) je lemovana terminalnimi palindromickymi opakujicimi se sekvencemi (kazda 383
nt). Nizky obsah DNA a absence lipidového obalu ¢&ini B19 vysoce odolnym vi¢&i teplu, zafeni a
detergentﬁm (Heegaard & Brown, 2002; Sabella & Goldfarb, 1999).

B19 je bézna infekce u lidi, kterd je pfitomna po cely rok. Vyskyty infekci, které se cCastéji
vyskytuji na jare a v Iét€, jsou soustifedény kolem véku 15 let pfiblizné u 50 % déti s detekovatelnym
IgG. Vyskytuje se po cely dospély Zivot, takZze 80 % starsich je seropozitivnich. U Zen v reprodukénim
véku se roéni mira sérokonverze odhaduje na 1,5 %. Zatimco studie v rGznych zemich, jako jsou USA,
Francie, Némecko, Japonsko, ukazuji podobné vzorce, vySsi prevalence je patrna v Brazilii a africkém

kontinentu (Servey et al., 2007).
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Ve Spojenych statech se lidé Castéji nakazi parvovirem B19 na konci zimy, na jafe a zacatkem
léta. Mensi vyskyty parvoviru B19 se vyskytuji priblizné kazdé 3 az 4 roky (CDC, 2023a). Parvovirus
B19 se mize &ifit z ¢lov&ka na ¢lovéka pomoci kapének dychacich cest (jako jsou sliny, sputum nebo
nosni hlen), krve nebo krevnich produktl, pfipadné b&hem t&hotenstvi (z matky na dit&). Lidé s infekci
parvovirem B19, ktefi maji oslabeny imunitni systém, mohou byt nakazlivi po delsi dobu (CDC,
2023b).

8. METODA

Souprava Bosphore Parvovirus B19 Quantification Kit vl je zalozena na metodé Real-Time PCR.
Polymerdzova retézova reakce je technika pouzivana k amplifikaci oblasti DNA. Reakce probiha
opakovanymi cykly zahfivani a ochlazovani. Hlavnimi slozkami PCR jsou primery, dNTP, Tag DNA
polymeraza (s vlastnosti hot-start), pufrovaci roztoky a Sablony. Strucné feceno, primery jsou mala
synteticka DNA, ktera Ziha do specifickych oblasti Sablony a zahaji syntézu, dNTP jsou stavebnimi
kameny amplifikovanych produktd a Tag DNA polymeraza amplifikuje DNA 3ablonu. Nakonec pufrové
roztoky zajistuji potfebnou Upravu pH pro reakci a $ablona, jak je uvedeno, je cilovou oblasti pro

syntézu.

V technice Real-Time PCR, na rozdil od konvencni PCR, Ize béhem reakce sledovat PCR produkty.
Real-Time PCR tedy eliminuje potfebu dalSich analytickych metod, jako je gelova elektroforéza, ¢imz
se minimalizuje riziko kontaminace. Dvojité znacené sondy pouzité v reakci, kromé konvencnich PCR

¢inidel, umoznuji detekci amplifikovaného cile s vyssi citlivosti.

Test vyuzivd 5' exonukledzovou aktivitu Tag DNA polymerazy k Stépeni dvojité znacené
fluorescencni hydrolytické sondy béhem extenzni faze PCR. Sonda je na 5' konci oznalena
fluorescenéni 'reportérovou' molekulou a na 3' konci daléi fluorescenéni molekulou, kterd pisobi jako
'pohasinac' pro 'reportéra'. Kdyz jsou oba fluorofory pobliz a reportér je vzruSen svétlem, nelze
detekovat Zadnou reportérskou fluorescenci. Béhem faze prodluzovani PCR se Taq DNA polymeraza
setka a rozstépi sondu navazanou na Sablonu. Jakmile je reportér osvobozen od potlacujiciho Ucinku
kalidla, 1ze detekovat fluorescencni signal. Fluorescence generovana reportérem roste, jak se PCR
produkt akumuluje; bod, kdy signal stoupa nad Urovern pozadi a stava se rozliSitelnym, se nazyva
prahovy cyklus (CT). Existuje linedrni vztah mezi logaritmem pocatec¢niho mnozstvi DNA a jejim
prahovym cyklem. Pocate¢ni mnozstvi neznamych Sablon Ize tedy urcit pomoci standardnich kfivek

vytvofenych pomoci CT hodnot zndmych pocatecnich hodnot cilovych Sablon.

Bosphore Parvovirus B19 Quantification Kit vl pouziva multiplex gPCR a systém ma vnitini
kontrolu pro kontrolu extrakéniho postupu, PCR inhibice a aplikaénich problémd. Reakce probihd v

jedné PCR zkumavce obsahujici PCR Master Mix.

Kéd: MBO6v12f
Datum: 15. prosince 2025 5/14



V PCR Master Mix je amplifikace genomu parvoviru B19 screenovana pomoci FAM filtru a
fluorescencni signal produkovany zesilenim vnitfni kontroly je detekovan pomoci HEX filtru v PCR

Master Mix.
9. POSTUP
9.1. Extrakce DNA

Doporucujeme systém pro extrakci Unio B24, nebo systém pro extrakci Unio B48, nebo systém
pro extrakci a PCR instalaci Unio A24S a sadu na extrakci virové DNA/RNA 600 pl, systém pro extrakci
a PCR setup systém Unio 96 a univerzalni sadu na extrakci nukleovych kyselin Unio 96, systém
extrakce Unio M32 a sadu na extrakci virové DNA/RNA Unio M32, Manualni magneticky kuli¢ckovy
extraktorni stojan Magrev 24 a Magrev Varialni sada pro extrakci nukleovych kyselin nebo Magrev
sada pro extrakci virové DNA/RNA, spin sada pro extrakci virové DNA z bosforu, spinova sada pro
extrakci virové DNA/RNA z bosforu nebo univerzalni spinovaci sada pro extrakci nukleovych kyselin
bosforu nebo pristroj pro extrakci nukleovych kyselin Magnesia 16 a sada pro extrakci virové DNA EP
(Anatolia Geneworks) ¢i jiné vysoce kvalitni soupravy a systémy extrakce DNA z bosforu B19 Sada

kvantifikace v1. Extrakce DNA by méla byt provedena podle pokyn{ vyrobce.
9.2. Komponenty soupravy
9.3. Negativni kontrola

Negativni kontrola je nezbytnou soucasti sady pro kvantifikaci Bosphore Parvovirus B19 v1 pro
Real-Time PCR. Sklada se z destilované vody (dH20) a slousi jako referenéni vzorek pro zaji&téni pFesn)'/Ch V)I/S|edklc:|
detekci jakékoli kontaminace nebo chyb, které by mohly vést k faledné pozitivnim vysledkm. Zahrnuti

negativni kontroly a jeji peclivé sledovani vam umozni s jistotou interpretovat sva data.
9.3.1. PCR Master Mix

PCR Master Mix obsahuje vysoce specifickou a presnou Tag DNA polymerazu (s vlastnosti hot-
start), PCR pufry a smés dNTP. PCR Master Mix také obsahuje pfedni a zpétné primery a dvojité

oznacené sondy specifické pro parvovirus B19 a vnitini kontrolu.
9.3.2. VnitFni kontrola

Vnitini kontrola obsazend v sadé pro kontrolu extrakce DNA, inhibice PCR a chyb aplikace, vnitfni
kontrola, je syntetickd molekula DNA. Vnitfni kontrola se pridava ke smési vzorku, proteinazy K a

nosné RNA na zacatku extrakce DNA, aby se ovérila Ucinnost extrakce a chyby aplikace.

Kéd: MBO6v12f
Datum: 15. prosince 2025 6/14



Pokud ma byt pri extrakci nukleovych kyselin pridana vnitfni kontrola, priddva se 5 puL na vzorek;
a pri pfimém pfidani do PCR Master Mix pro kontrolu inhibice PCR se pridava 0,2 uL. Doporucujeme

pridat k negativni kontrole vnitfni kontrolu pro vyhodnoceni ucinnosti extrakéniho systému.

Pozor! Neni nutné zahrnout vnitini kontrolu do PCR Master Mixu, pokud jiz bylo pfidano béhem
faze extrakce. Absence amplifikace vnitFni kontroly v HEX filtru u negativnich vzorkd mize naznacovat
problém pfi extrakci nebo aplikaci, nebo Ze je PCR reakce inhibovana. V takovém pfipadé by se méla
extrakce a PCR opakovat. U vzork( s vysokou virovou naloZi, véetné pozitivni kontroly, mtze byt
vnitini kontrola potlatena a zvyseni fluorescenc¢niho signalu nemusi byt detekovano. Proto by méla

byt vnitfni kontrola zesilena podle tabulky v oddilu 10.
9.3.3. Pozitivni kontrola

Souprava obsahuje 1 pozitivni kontrolu obsahujici syntetickou DNA parvoviru B19. Musi byt

zahrnut do PCR reakce pro testovani ucinnosti reakce.
Pozitivni kontrola: synteticka parvovirus B19 DNA

Prahova hodnota CT pozitivni kontroly je uvedena v tabulce kritérii prijeti (oddil 10). Prahova
hodnota Crpozitivni kontroly vét$i nez horni hranice rozsahu v tabulce mze naznacovat ztratu vytézku

v reakci.
9.3.4. Standardy kvantitace

Kvantitacni standardy jsou kalibrovany podle mezinarodniho standardu WHO (NIBSC koéd
99/802) o rozmérech 1x106, 1x105, 1x104 a 1x103 IU/mL.

9.4. Priprava PCR

Standardy, kladné a negativni kontroly by mély byt pridany do PCR reakce spolu se vzorky.
Ujistéte se, Ze vSechny sloZzky sady jsou pfed pouzitim rozpusténé, a pro pripravu smeési PCR reakce
se podivejte na tabulku na nasledujici strance. Uvedené objemy jsou urceny pouze pro jednu reakci,
vynasobte tyto objemy poc¢tem vzorkl, abyste ziskali objemy pozadované pro hlavni smés. Pfi piipravé

smési pro vice nez 5 vzorkl by mélo byt k celkovému poctu vzorkl pfidéno 10 %.
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Komponenty Objem

PCR Master Mix 15 yL
Vnitini kontrola** 0,2 uL
Vzorek DNA

(Negativni / Pozitivni kontrola 10 L
/Standard)

Celkovy objem 25 L

**Vnitfni kontrola by neméla byt pridavana do reakce,
pokud jiz byla pfidana béhem faze extrakce.

Pipet& vlozte 15 uL PCR Master Mix do PCR zkumavek nebo stripl a pridejte 10 pL Sablony
(vzorek/pozitivni nebo negativni kontrola/standardni). Zavrete vicko trubice. Ujistéte se, ze smés v

kazdé trubici je na dné trubice. Pokud je to nutné, centrifugujte.
9.5. Programovani pristroje pro Real-Time PCR

Termalni protokol pro kvantifikacni sadu Bosphore Parvoviru B19 v1 zahrnuje pocatecni
denaturaci pro aktivaci Tag DNA polymerazy (s vlastnosti hot-start), dvoukrokovy amplifikacni cyklus
a terminalni udrzeni. Data v redlném case jsou sbirdna ve druhém kroku amplifika¢niho cyklu. Tepelny

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

Kroky Teplota Cas
Pocatecni denaturace 95 °C 14:30 min
Denaturace 97 °C 00:30 min
A i 50 cykld
nneatng 54 °C 01:30 min

(sbér dat)

Drzeni 32 °C 02:00 min

Pfed zahajenim prace s kvantifikacni sadou Bosphore Parvovirus B19 v1 je nutné dokoncit a
zkontrolovat nasledujici kroky:

e \Vyberte vSechny filtry, které budete pouzivat (FAM a HEX),

o Identifikujte neznamé vzorky, pozitivni a negativni kontroly, standardy,

e Vyberte spravny tepelny protokol,

e Zaclnéte experiment.
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10. ANALYZA

Na konci termalniho protokolu software Real-Time PCR Instrument automaticky vypocita
zdkladni cykly a prah. Analyzu vysledkd by méli provadét vyskoleni pracovnici, ktefi absolvovali
potfebné &koleni pro analyzu dat v redlném &ase PCR. Doporulujeme, aby vysledky testl

vyhodnocoval odborny |éka¥, pfi¢emz se zohledni klinické nalezy pacienta a vysledky dal&ich testd.

Veskera analyza probiha automaticky pfi rutinnim pouzivani. Pokud vsak vyskoleni pracovnici,
ktefi absolvovali poZzadované skoleni od vyrobce, povazuji za nezbytné, pokud systém umoznuje co
nejvice snizit prah k detekci nizkych zesileni, je tfeba vénovat pozornost tomu, aby prahova cara

zUstala nad pozadim.

Negativni kontrola je nezbytnd pro pfesnou analyzu vysledkd. Zkontrolujte prosim negativni
kontrolu a ujistéte se, Ze neukazuje zesileni mimo pfislusny vnitfni kontrolni filtr. Pokud ma zaporna
kontrola signal mimo filtr spojeny s vnitini kontrolou, prosim, vysledky neuvadéjte. Experiment
opakujte po pfijeti potfebnych opatfeni proti kontaminaci. Pokud se stejny vysledek objevi znovu,

kontaktujte prosim vyrobce.

Vnitini kontrola, standardy a pozitivni kontrola kvantifikacni sady Bosphore Parvovirus B19 v1
jsou nezbytné pro presnou analyzu vysledk(. Kritéria pro pfijeti prahu cyklu pro vnitfni kontrolu,

standardy a pozitivni kontrolu jsou uvedena nize:

Komponenta / Parametr Prahova hodnota (CT)
Standard 1 22,5+3
Standard 2 26+3
Standard 3 29+3
Standard 4 32,5+£3

Pozitivni kontrola 29+4
Vnitfni kontrola <32
Korela¢ni koeficient >0,970

U&innost PCR > %380

Ve kvantitativnich testech jsou vzorky, které prekroci prah ve FAM filtru; vyhodnocovany jako
"pozitivni", vzorky, které prah neptekrodi, jsou zobrazeny jako "Zadné CT" nebo "Negativni". Tyto

vzorky jsou povazovany za obsahujici negativni nebo virovou naloz pod detekéni hranici testu.
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Vnitini kontrolni data v HEXovém filtru téchto "neodhalenych" vzorkd by méla byt také
zkontrolovédna, aby se prede$lo fale$né negativnim vysledkim. Zpozdéné zesileni vnitFni kontroly
muUZe naznacovat problém s extrakci nukleovych kyselin / inhibici PCR nebo selhanim aplikace. V
takovém pfipadé by se méla extrakce a PCR opakovat. Vezméte prosim v Gvahu, Ze u vzork{ s vysokou
virovou koncentraci Ize vnitfni kontrolu potlacit, tedy zpozdénou nebo nebyt detekovana zadna zména

signalu vnitrni kontroly.

Upozorfiujeme, *e tento produkt poskytuje pouze testovani patogend uvedenych nize. Pfi
poskytovani vysledkl pacientim je tfeba zohlednit experimentalni vysledky ze sondy, rovnéZz s
ohledem na klinické ndlezy pacienta a pokyny ptislunych zdravotnickych organt. Tabulka nize

ukazuje mozné vysledky a jejich interpretaci:

Parvovirus B19 Vnitini kontrola Vysledek
(FAM) (HEX) y

g

- s + +/- Vzorek je pozitivni na parvovirus B19

0 .

b ,
(o4 - + Vzorek je negativni
O
o

- - Test by se mél opakovat!

Pozor! Pro tento kit neni definovana zadna mezni hodnota. Pokud zesilecka kfivka a hodnota
CT spolu s platnymi vysledky pro vnitini kontrolu a pozitivni kontrolu i standardy spliuji kvalitativni
kritéria definovana vyrobcem, méla by byt pfitomnost nebo nepfitomnost signalu interpretovana podle

cile.
Montania 4896 Real-Time:

PCR Master Mix: Moznost Cross Talk by méla byt upravena, jak je uvedeno nize pro PCR
Master Mix.

Chanrel 1 Channel 2
Chanrel 1 0,00 A0
Channel 2 0,00 0,00

LightCycler 480 Instrument II - Roche: Pro Roche Light Cycler 480 prosim pouZzijte bilou
desku. "Abs Quant/Fit Points" by mély byt zvoleny jako typ analyzy pro vhodny vybér prahové Urovné.
Analyza by méla byt provedena s moznosti 'Cycle Range'. Pro LC480 je nutné provést protokol barevné

kompenzace. Bosphore Color Compensation Plate Set A m{zZe byt pouzit pro PCR Master Mix.

CFX96 Real-Time PCR Detection System - Bio-Rad: Doporucuje se pouziti bilé desticky

a zapnuti "Apply Fluorescence Drift Correction" v "Baseline Setting" pro analyzu, pokud je to nutné.
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Rotor-Gene Q — QIAGEN: Doporucuje se pouziti moznosti "Slope Correct" a "Dynamic Tube"
pro analyzu. Pokud sigmoidni kfivka nepozoruje, zkuste analyzovat vzorek bez moznosti "Slope
Correct". Doporucuje se pouzivat moznosti zisku jako Zelend (FAM): 10, Zlutd (HEX): 10. Pouzijte

prosim "Odstranéni odlehlych hodnot" az do 10 % pro PCR Master Mix, pokud je to nutné.

Quant Studio 5-ThermoFisher: Doporucuje se pouziti pasivni reference jako "None" pro

analyzu.

Q qPCR MIC qPCR Cycler: Pfi nastaveni PCR by méla byt zvolena moznost "Standart TAQ".

Doporuduje se pouzivat moznosti zisku jako Zelend (FAM): 10, Zlutd (HEX): 10

Ve vzéacnych pfipadech inhibice PCR zplsobené Iéky nebo jinymi inhibitory PCR ve vzorku
doporucujeme test inhibovanych vzorkd zmrazit a rozmrazit a pouzit je v PCR po jejich nafedéni 1:2
s dH20.

Pozor! Redici faktor musi byt zohlednén pfi vykazovani kvantitativnich vysledkl Real-time PCR.
11. SPECIFIKACE
11.1. Citlivost

Analytickd citlivost mdZe byt vyjadiena jako limit detekce: tj. nejmensi mnozstvi cilového
markeru, které Ize presné detekovat. Detekéni limit jednotlivych analytickych postupl je nejnizsi
mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku, které Ize detekovat, ale nemusi byt nutné kvantifikovano jako
presna hodnota. Analyticka citlivost nebo detekéni limit pro NAT testy je vyjadfena hodnotou kladného

odfezu 95 %.

Analyticky limit detekce pro kvantifikacni sadu Bosphore Parvovirus B19 v1 byl zjistén na 75
IU/mL (p=0,05). Citlivost byla ur¢ena pomoci sériovych fedéni DNA kalibrovanych podle WHO
International Standard for Parvovirus B19 DNA NAT testd (NIBSC kéd 99/802). Redéni byla testovéna

v rGznych sériich v replikach. Vysledky byly analyzovany metodou probit.
11.2. Linearni rozsah

Linearni rozsah kvantifikacni sady Bosphore Parvovirus B19 v1 byl uréen na 2 x 10%2- 1 x 106
IU/mL.

Pro posouzeni linearniho rozsahu byla analyzovana fada fedéni, ktera byla kalibrovana podle
mezinarodniho standardu WHO pro testy DNA DNA parvoviru B19 (NIBSC koéd 99/802), testovana

testovanim kazdé redéni ve 4 replikatech. Koeficient korelace standardni kfivky byl zjistén na 0,99961.
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11.3. K¥Fizova reaktivita

Vv

Aby se eliminovala mozna kfizova reaktivita, byly pouzity jak dikazy z navrhu testu, tak
experimentdlni studie. Sekvence primert a sond byly ov&feny na moznou homologii k jinym zndmym
sekvencim patogend pomoci analyzy porovnani sekvenci pomoci zarovnani databdze. Aby se
eliminovalo riziko kFizové reaktivity; Vzorky CMV, EBV, MTBC, JCV, BKV, HSV a HBV s znamou vysokou
pozitivitou byly testovany a byly negativni. Experimentaini vysledky ukazaly, Ze souprava detekuje

konkrétné a pouze patogen Parvoviru B19, ktery hodla detekovat, ale ne ostatni.
11.4. Reprodukovatelnost

Data o reprodukovatelnosti (na =zakladé CT hodnoty) byla ziskana analyzou dfive
kvantifikovanych vzorkd pozitivnich na parvovirus B19. Test byl proveden alespori ve 4 replikach tfemi

rlznymi operatory, po vice dni, na 3 rlznych sériich. Vyslednd data jsou uvedena niZe pro 104 IU/mL.

Variabilita v , Koeficient
(Parvovirus B19) Smérodatna odchylka Rozptyl variace [%]
Intra-test 0.06 0.004 0.22
(n=4)
Mezipozemk
P B 0.07 0.004 0.21
(n=3)
Interoperato
el 0.15 0.023 0.49
(n=3)
Celkovy inter-test
elkovy inter-tes 0.11 0.012 0.36
(n=5)
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13. SYMBOLY

é Pozor, konzultujte pfilozené

g Datum expirace dokumenty.

LOT| Cislo Sarze u Vyrobce

Katalogové cislo In vitro diagnostické zafizeni

14. INFORMACE O PORADI

ABPRV3 (100 rxn/box)
Katalogové cislo: ABPRV2 (50 rxn/box)
ABPRV1 (25 rxn/box)

15. KONTAKTNI INFORMACE

Anatolia Tani ve Biyoteknoloji Uriinleri Arastirma
Gelistirme Sanayi ve Ticaret A.S

Adresa: Hasanpasa Mah. Beydadi Sok. C.:1-9H 34920
Sultanbeyli/ISTANBUL-TUrkiye
Aydinli Sb Mah. Matras Cad. ¢.:18/202 34956
Tuzla/Istanbul-Tlrkiye

Telefon: +90 216 330 04 55 Fax: +90 216 330 00 42
E-mail: info@anatoliageneworks.com
www.anatoliageneworks.com

Anatolia Geneworks®, Bosphore®, Magnesia®, Magrev®, Montania®, Quantiphore® a

Unio® jsou registrované ochranné znamky Anatolia Tani ve Biyoteknoloji A.S.
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Historie revize dokumentt

Verze é&. C. revize Datum Popis
Vi 01 >. prosince 2013 Prvni vydani
V2 02 22. dubna 2014 Céasteéna korekce obsahu
V3 03 10. listopadu 2014 Obsah byl aktualizovan a zkontrolovan
V4 04 12. ledna 2015 Obsah byl aktualizovan a zkontrolovan
V5 05 20. Cervna 2016 Obecny obsah a kontrola typu
V6 06 >. prosince 2016 Obsah byl aktualizovan a zkontrolovan
V7 07 4. kvétna 2017 Obecny obsah a kontrola typu
V8 08 31. zafi 2018 Céastecnd korekce obsahu
V9 09 15. prosince 2023 Obecny obsah a kontrola typu
V10 10 6. brezna 2025 Obecny obsah a kontrola typu
Vi1 11 30. zafi 2025 Objem pozitivni kontroly se zménil
V12 12 15. prosince 2025 Obsah byl aktualizovén a zkontrolovan
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