Bosphore® HCV Genotyping Kit v3

NAVOD K POUZITI

Pouze pro in vitro diagnostiku

Cislo dokumentu: MB145v3f
Datum schvaleni: Srpen 2016

IVD

C€




OBSAH
1. Popis produktu

Obsah baleni

Skladovani

Potfebny material a vybaveni

DuleZitd upozornéni a bezpecnostni opatreni
Omezeni testu

Patogen

Metoda

L 2 N o Uk~ W N

Postup
9.1. lzolace RNA
9.2. Soucasti kitu
9.2.1. PCR Master Mix 1
9.2.2. PCR Master Mix 2
9.2.3. PCR Master Mix 3
9.2.4. PCR Master Mix 4
9.2.5. PCR Master Mix 5
9.2.6. Interni kontrola
9.2.7. Pozitivni kontrola
9.3. Pfiprava RT-PCR
9.4. Nastaveni Real-Time PCR instrumentu
10. Analyza
11. Specifikace testu
11.1. Senzitivita
11.2. Detekce genotypu
11.3. Zkfizend reaktivita
12. Literatura
13. Pouzité symboly
14. Kontakt

Code: MB145v3f
Datum: Srpen 2016



1. POPIS PRODUKTU

Bosphore® HCV Genotyping Kit vl detekuje a urcuje genotyp virové hepatitidy typu C v lidském séru
nebo plasmé, pokryva celkem 6 hlavnich a nejc¢astéjsi HCV genotypl (1, 1a, 1b, 2, 3, 4, 5, 6).
Analyticka senzitivita testu je 100 IU/ml. Oblast NS5B je amplifikovana a detekovéana fluorescencné za
pomoci FAM a HEX filtrd.

Vtestu je zahrnuta interni kontrola pro vylouceni PCR inhibice. Amplifikace interni kontroly je
detekovana pomoci Cy5 filtru. Interni kontrola mizZe byt priddna béhem RNA extrakce nebo pred
PCR.

2. OBSAH BALENI
Bosphore® HCV Genotyping Kit v3 obsahuje real-time RT PCR reagencie, pozitivnhi a negativni
kontrolu.

Poloika Reagencie 100 testd 50 testu 25 testd
1 dH20 (1000 pl) (1000 ul) (500 pl)
2 PCR Master Mix 1 (2860 pl) (1430 pl) (715 pl)
3 PCR Master Mix 2 (2860 ul) (1430 i) (715 pl)
4 PCR Master Mix 3 (2860 pl) (1430 ul) (715 i)
5 PCR Master Mix 4 (2860 pl) (1430 ul) (715 i)
6 PCR Master Mix 5 (2860 ul) (1430 i) (715 pl)
7 Interni kontrola (560 ul) (280 pl) (140 ul)
8 Positive Control 1 (2120 i) (60 pl) (30 ul)
9 Positive Control 2 (2120 pl) (60 pl) (30 ul)
10 Positive Control 3 (120 i) (60 ul) (30 )
11 Positive Control 4 (2120 i) (60 pl) (30 ul)
12 Positive Control 5 (120 ul) (60 ul) (30 ul)

3. SKLADOVANI

PCR reagencie kitu Bosphore® HCV Genotyping Kit v3 by mély byt skladovany pfi teploté -20° C.
Zamezte opakovanému (>3 krat) zamrazeni a rozmrazeni PCR reagencii, které by mohlo nepfiznivé
ovlivnit senzitivitu testu. Pro testovani malych poctl vzork( je doporuceno pred prvnim pouZitim
reagencie alikvotovat a zamrazit.

Reagencie nesmi byt pfi pokojové teploté déle jak 10 minut a detekéni mixy nesmi byt vystaveny
svétlu a vzduchu déle, nez po dobu nezbytné nutnou pro pipetovani, lahvicky uzavirejte i v pribéhu
pipetovani. Je doporuceno pracovat na chladicim bloku a udrZovat lahvicky s detekénimi mixy stale
uzaviené.

Reagencie jsou stabilni do data expirace, vytisténém na obale, pokud jsou skladovany pfi
doporucenych podminkach.

4. POTREBNY MATERIAL A VYBAVENI

e Montania® 484, Montania® 4896 Real-Time PCR Instrument (Anatolia Geneworks), nebo jiny Real-
Time PCR systém s FAM, HEX a Cy5 filtry (iCycler, iQ5, CFX—BioRad, 7500 Real-Time PCR Systém-
ABI, LightCycler 480-Roche, Stratagene Mx3005P, Mx3000P-Agilent, LineGeneK, LineGene 9600-
Bioer, Rotorgene 6000, Q-Qiagen)

¢ 0.2 ml Thin-Wall PCR zkumavky nebo stripy

e Magnesia® 16 Nucleic Acid Extraction System / Magnesia® Viral Nucleic Acid Extraction Kit /
Magrev®24 and Magrev® Viral DNA/RNA Extraction Kit / Bosphore Viral RNA Spin Kit (Anatolia
Geneworks) nebo jiny vysoce kvalitni kit a systém pro extrakci RNA

e Mrazici box (-20 °C)

¢ Stolni centrifuga s nastavcem pro 2 ml mikrocentrifugaéni zkumavky

¢ Kalibrované automatické pipety

o Spicky s filtrem (DNA a RNA sterilni, bez pyrogenu)
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¢ 1,5 nebo 2 ml mikrocentrifugacni zkumavky (DNA a RNA sterilni, bez pyrogenu)
e Jednorazové laboratorni rukavice

5. DULEZITA UPOZORNENI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

DULEZITE!

e Kit by mél byt transportovan na suchém ledu. Zkontrolujte ihned po prevzeti.

e |hned po prevzeti zkontrolujte data expirace. Nepouzivejte po uplynuti data expirace.

e Pouzivejte pouze kalibrované nebo verifikované zkumavky a Spicky, které musi byt DNA a RNA
sterilni, bez pyrogenu.

e Pred pouZitim musi byt vSechny soudasti kitu ddkladné rozmrazeny a nasledné kratce
centrifugovany (stoceni po dobu 3-5 sekund), ujistéte se, zda jsou homogenné promichany.

e Se soucdstmi kitu by se mélo pracovat a manipulovat na ledu nebo na chladicim bloku a
neprodlené po jejich pouziti musi byt zpét ulozeny pfi -20 °C.

e PCR aizolace nukleovych kyselin musi byt provdadéna v oddélenych prostorach. Vzorky a kity musi
byt skladovany oddélené, aby se zabranilo kontaktu a kontaminaci.

e Musi byt uvedeny informace o patogenu, jako prevence pied zdravotnimi riziky.

e Se vzorky sér musi byt manipulovano s extrémni opatrnosti a mély by byt oznaceny tfidou
mikrobiologického rizika: Zamezte kontaktu s patogenem, pouzivejte laboratorni plast a ochranné
rukavice, je zakdzdno jist a pit na pracovisti a na pracovisté je zakazan pfistup nepovérenym
osobam.

o Veskery infekéni material vyprodukovany béhem izolace, véetné vzorkd sér a materialQ, které
prisly do kontaktu se vzorky, musi byt zlikvidovan jako infekéni odpad dle bezpecénostnich pokyn(.

6. OMEZENI TESTU

e VsSechny soucasti kitu musi byt pouZity pouze pro in vitro diagnostiku.

e Kit musi byt pouzit vsouladu spokyny vndvodu k pouzZiti, a musi snim pracovat pouze
zdravotnicky personal vyskoleny pro metody in vitro diagnostiky.

7. PATOGEN

Puvodce

Virus hepatitidy C patfi mezi hepaciviry celedé Flaviviridae a u lidi zplGsobuje hepatitidu typu C. Jedna
se o maly, obaleny, jednovlaknovy RNA virus o velikosti 9,6 kb, ktery je klasifikovan jako Sest hlavnich
genotypl (1 — 6) s vice jak 100 rGznymi subtypy. (1)

Genotyp 1 se vyskytuje nejcastéji, nicméné ma nejpomalejsi odpovéd na lécbu. Virus HCV ziskal
vysokou tendenci mutovat, diky tomu neaktivuje nékteré odpovédi T-lymfocytld imunitniho systému
(bilé krvinky), coz vede k vysoké mite chronickych infekci. Genetickd heterogenita viru, ktery nemuze
byt kultivovan, ztéZuje diagnostiku, lécbu a vyvoj vakciny. (4, 5)

Bylo pozorovano, Ze rizné genotypy HCV vykazuji rozdilnou odpovéd na antivirotickou Iécbu. Doba a
Uspésnost lécby (PEG-IFN a ribavirin) prevazné zavisi na genotypu. Odpovéd na IéCbu genotypu 2 a
3je vyssi, neZ u genotypu 1 a 4 (70 — 80 % oproti 40 — 50 %). Uspésna lécba u genotypu 2 a 3 trvd
priblizné 6 mésicl, zatimco u genotypu 1 a 4 trva 1 rok. (6, 7, 8) Bylo zjisténo, Ze odpovéd na lécbu je
0 — 3%, a lécba by méla byt prerusena, pokud hladina HCV RNA u pacientli nevykazuje snizeni alespon
2 log po 12 tydnech Iécby. (9, 10) Doba lécby genotypu 1 ve stadiu akutni infekce je kratsi a
Uspésnéjsi nez u chronické infekce. (11, 12, 13). Terapie pomoci interferonu je u genotypu 6
Uspésnéjsi ve srovnani s genotypem 1. Avsak klinické charakteristiky a vedlejsi efekty lé¢by jsou u
genotypu 6 shodné s ostatnimi genotypy (17).

Sekvence nukleotidl se u jednotlivych genotyp( lisi v 31 — 34 %, u subtypl 0 20 — 23 %. V minulosti
se jednotlivé genotypy vyskytovaly endemicky v geograficky oddélenych oblastech, dnes uz jsou vsak
vSechny genotypy rozsifené po celém svété. Genotypy 1, 2 a 3 se bézné vyskytuji ve vSech oblastech,
genotypy 4 a 5 prevladaji v Africe. Napftiklad, v USA je pfriblizné 75 % vsech pfipadd zpUsobeno
genotypem 1, 15 % pripadl genotypem 2, 5 % genotypem 3 a 1 % genotypem 4. Genotyp 6 je typicky
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pro Jihovychodni Asii, genotyp 1 prevaZzuje v zapadni Evropé a USA a genotyp 3 je velmi Casty ve
Velké Britanii. (14, 15, 16, 17)

Epidemiologie

Celosvétova prevalence infekce HCV se pohybuje v bézné populaci kolem 3 %, tedy pfriblizné 180
milion( lidi a 3 — 4 miliond novych pripadd rocné. Naprostda vétsina pripadl (70 — 90 %) se vyvinula
v chronickou infekci. PrestoZze chronicka infekce miZe byt asymptomaticka, je hlavni pficinou
chronickych onemocnéni jater, véetné cirhdzy a to u 20 — 50 % pacient(. LéCba mUZe byt Uspésna
u 10 -50 % pacient( v zavislosti na typu lécby. (2)

Zpusoby pfenosu

Hepatitida typu C je pfenasena kontaktem s infikovanou krvi. Nicméné, na rozdil od dalsich vird
prendsenych krvi, miZe dojit k ndkaze HCV i pfes neptimy zdroj infekce, napf. pouZitou bfitvou, cozZ
déla z HCV snadnéji pfenositelnou nez jiné viry, véetné HIV. Mezi nejc¢astéjsi cesty prenosu patfi
krevni transfuze, injekéni aplikace drog a jiné pouziti jehel, profesiondlni riziko u zdravotnického
persondlu, sexualni kontakt, pfenos z matky na novorozence a jiné cesty, kde dochazi k pfimému
kontaktu s krvi. Statistické studie uvadéji nulové riziko prenosu HCV béznymi aktivitami (kychdnim,
kaslanim, objimanim atd.). (2,3)

8. METODA

Bosphore® HCV Genotyping Kit v3 je zaloZen na principu real-time RT PCR metody. K amplifikaci
genetického materialu HCV, kterym je molekula RNA, je nejprve nutna reverzni transkripce. RT-PCR je
dvoukrokovd reakce. Nejprve je prepsdana RNA do formy cDNA pomoci reverzni transkripce a
nasledné je tato cDNA amplifikovdna pomoci standardni PCR. Primer navazany k cilové oblasti RNA
béhem RT-PCR a RNA-DNA dvousroubovice jsou syntetizovany pomoci reverzni transkriptazy za
pouziti RNA templatu. Nasleduje standardni PCR.

PCR (polymerazova retézova reakce) je metoda, pfi které se amplifikuje urcita oblast DNA. Reakce se
sklada z opakujicich se cyklG zahfivani a ochlazovani ve specifickém rozmezi. Hlavni slozky PCR jsou
primery, dNTP, Taq polymerdza, pufr a templat. Primery jsou kratké syntetické oligonukleotidy DNA,
které nasedaji na specifickou oblast templatu a zahajuji syntézu. dNTP je stavebnim materidlem
amplifikovaného produktu. Taq polymeraza amplifikuje DNA templat. Pufr poskytuje vhodné pH
nezbytné pro reakci a templat, ktery je cilovou oblasti pro syntézu. Reverzni transkriptdza je nezbytna
pro RT PCR a cDNA syntézu z RNA.

Béhem real time PCR dochazi k zaznamendavani PCR produktu béhem reakce. Proto real time PCR
eliminuje potrebu dalsi analyzy, napf. elektorforézy na gelu, pficemz minimalizuje riziko
kontaminace. Dvojité znacené sondy pfidané k PCR reagenciim umoznuji detekovat amplifikovany cil
se zvySenou senzitivitou.

Test vyuZivd 5° exonukledzové aktivity Taq polymarazy k odstépeni dvojité fluorescencné znacené
sondy béhem faze extenze.

Sondy jsou na 5" konci oznacené fluorescenéni molekulou tzv. reportérem a na 3” konci jinou
fluorescenéni molekulou, tzv. zhaSecem. Pokud jsou tyto fluorofory v tésné blizkosti a reportér
vyzartuje zareni, fluorescence nemuze byt detekovana. BEhem faze elongace Taq polymeraza odstépi
sondu od templatu. Diky tomu prestane byt signdl reportéru potlacen a fluorescence mize byt
detekovana.

Fluorescence produkovana reportérem se zvySuje v zavislosti na kumulaci PCR produktu. Bod, pfi
kterém signal pfesahne hodnotu fluorescence pozadi a stdva se tak rozlisitelnym, se nazyva threshold
cycle (Cy). Diky linedrnimu pribéhu mezi log poc¢ateéniho mnozstvi templatu a threshold cycle, mize
byt stanoveno vychozi mnoiZstvi neznamého templatu pomoci standardni kfivky sestavené z C;
zndmého mnozstvi cilového templatu.

Bosphore® HCV Genotyping Kit v3 vyuZiva principu multiplex PCR, pfi kterém je zahrnuta interni
kontrola, ktera slouzi pro kontrolu izolace a pfipadnych PCR inhibici. HCV RNA (cDNA) a interni
kontrola jsou amplifikovany béhem jedné reakce, za vyuZiti sekvencné specifickych primerd.
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Fluorescenéni signal generovany amplifikaci HCV je s pomoci sondy na 3° konci (FAM/HEX),
detekovan ve FAM/HEX kanale. Fluorescencni signal generovany amplifikaci interni kontroly je
pomoci druhé sondy, znacené molekulou Cy5 na 5” konci, detekovan v Cy5 kandle.

9. POSTUP

9.1. Izolace RNA

Pro izolaci je doporucen systém Magnesia® 16 Nucleic Acid Extraction System / Magnesia® Viral
Nucleic Acid Extraction Kit / Magrev®24 a Magrev® Viral DNA/RNA Extraction Kit / Bosphore Viral
RNA Spin Kit (Anatolia Geneworks) nebo jiny vysoce kvalitni RNA extrakéni systém. RNA izolace by
méla byt provedena dle instrukci vyrobce. Doporuceny objem vzorku je 400 pl a elu¢ni objem 60 pl.
Objem interni kontroly, ktera by méla byt pfidana pred izolaci, je 5 pl.

9.2. Soucasti kitu

9.2.1. PCR Master Mix 1

PCR mix obsahuje DNA polymerazu, rizné pufry a dNTP mix. DNA polymeraza je v ultra Cistém stavu,
stabilni pfi vysokych teplotach a vysoce rezistentni vicéi PCR inhibitorim.

PCR master mix obsahuje také unikatni reverzni transkriptazu s vylepSenou aktivitou a stabilitou pfi
vyssich teplotdch. PCR master mix obsahuje také forward (pfedni) a reverse (zadni) primery a dualné
znacené sondy specifické pro HCV genotypy 1b a 4 a pro interni kontrolu.

9.2.2. PCR Master Mix 2

PCR mix obsahuje DNA polymerazu, rtzné pufry a DTP mix. DNA polymeraza je v ultra Cistém stavu,
stabilni pfi vysokych teplotach a vysoce rezistentni vic¢i PCR inhibitordm.

PCR master mix obsahuje také unikatni reverzni transkriptdzu s vylepsenou aktivitou a stabilitou pfti
vyssich teplotach. PCR master mix obsahuje také forward (predni) a reverse (zadni) primery a dualné
znacené sondy specifické pro HCV genotypy 1a a 2 a pro interni kontrolu.

9.2.3. PCR Master Mix 3

PCR mix obsahuje DNA polymerazu, rizné pufry a DTP mix. DNA polymeraza je v ultra Cistém stavu,
stabilni pti vysokych teplotach a vysoce rezistentni v(ici PCR inhibitoram.

PCR master mix obsahuje také unikatni reverzni transkriptazu s vylepSenou aktivitou a stabilitou pfi
vyssich teplotach. Obsahuje také forward (predni) a reverse (zadni) primery a dudlné znacené sondy
specifické pro HCV genotyp 3 a pro interni kontrolu.

9.2.4. PCR Master Mix 4

PCR mix obsahuje DNA polymerazu, rizné pufry a DTP mix. DNA polymeraza je v ultra Cistém stavu,
stabilni pti vysokych teplotach a vysoce rezistentni vci PCR inhibitordm.

PCR master mix obsahuje také unikatni reverzni transkriptazu s vylepSenou aktivitou a stabilitou pfi
vyssich teplotach. PCR master mix obsahuje také forward (predni) a reverse (zadni) primery a dualné
znacené sondy specifické pro HCV genotyp 1 (1 ¢, d, e, f, g, h, i, j, k) a pro interni kontrolu.

9.2.5. PCR Master Mix 5

PCR mix obsahuje DNA polymerazu, rGzné pufry a DTP mix. DNA polymeraza je v ultra Cistém stavu,
stabilni pfi vysokych teplotach a vysoce rezistentni vic¢i PCR inhibitorim.

PCR master mix obsahuje také unikatni reverzni transkriptazu s vylepSenou aktivitou a stabilitou pfi
vyssich teplotach. PCR master mix obsahuje také forward (predni) a reverse (zadni) primery a dualné
znacené sondy specifické pro HCV genotypy 5 a 6 a pro interni kontrolu.

9.2.6. Interni kontrola
Soucasti kitu je interni kontrola, ktera slouzi pro kontrolu spravnosti izolace RNA a PCR inhibicim.
Sklada se ze syntetické DNA molekuly. Pfidava se do séra/plasmy spolecné s proteindzou Ka
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nosicovou RNA v priibéhu izolace a slouZi jako kontrola spravné izolace a PCR inhibici. Mnozstvi IC
pfidané béhem izolace je 5 pl na 400 pl séra/plasmy. Pfipadné mlzZe byt interni kontrola pfidana
pouze do PCR master mixu a takto slouzi pouze pro kontrolu PCR inhibici. V tomto pripadé se pfidava
0,4 ul interni kontroly do mastermixu pro kazdy vzorek. Upozornéni: Neni nutné pouzit interni
kontrolu do mastermixu, pokud byla pouzita jiz béhem izolace. Nedostatecny signal amplifikace
interni kontroly ve FAM/HEX negativnich vzorcich mlze indikovat problém s izolaci nebo pfitomnost
PCR inhibici. V tomto ptipadé musi byt opakovana izolace i PCR. U vzorkl s vysokou virovou nalozi
mUZe byt signal interni kontroly potlacen a nemusi byt detekovan.

9.2.7. Pozitivni kontrola

Kit obsahuje 5 pozitivnich kontrol; HCV 1b RNA, HCV 1a RNA, HCV3RNAaHCV1(lc,d, e f, g h,i,]j,
k) RNA a HCV 6 RNA. Pozitivni kontrola 1 obsahuje genotyp HCV1b, pozitivni kontrola 2 obsahuje
genotyp HCV1a, pozitivni kontrola 3 obsahuje genotyp HCV3, pozitivni kontrola 4 obsahuje genotyp
HCV1c, pozitivni kontrola 5 obsahuje genotyp HCV6. Kazda pozitivni kontrola by méla byt pouZita ke
specifickému detekénimu PCR mixu. Pozitivni kontrola musi byt zahrnuta do PCR ke kontrole
spravnosti PCR.

9.3. Pfiprava RT-PCR

Ujistéte se, zda jsou vSechny reagencie pred pouzitim rozmrazeny. Pro pfipravu PCR postupujte dle
nize uvedené tabulky. Mnozstvi uvedené v tabulce je uréeno pro 1 reakci. Vyndsobte uvedené
mnozstvi poc¢tem vzorkl pro celkové mnozZstvi mastermixu. Pokud pripravujete mastermix pro vice
jak 5 vzorku, pridejte 10 % reagencii navic.

PCR Master mix 26 ul
Vzorek RNA

— — 14 pl
(negativni/pozitivni kontrola)
Celkovy objem 40 pl

Pipetujte 26 pl Master mixu do PCR zkumavky nebo stripu a pfidejte 14 ul RNA (vzorku/ pozitivni/
negativni kontroly). Uzavrete vickem. Ujistéte se, zda je roztok na dné zkumavky. V pfipadé potieby
centrifugujte.

9.4. Nastaveni Real-Time PCR instrumentu
Teplotni profil kitu Bosphore® HCV Genotyping Kit v3 je dvoukrokovy, nejprve probiha reverzni
transkripce a poté real time PCR. Reakce zacina pocatecni denaturaci, kterd aktivuje HotStarTag DNA
polymerazu, pokracuje dvoukrokovou amplifikaci a zavéreénym ,hold”“. Real time data jsou
detekovana az v druhém kroku amplifikace.

1) Nastaveni teplotniho profilu pro Master mix1,2,3a5

Reverzni transkripce 50 °C 30:00 min.
Pocatecni denaturace 95 °C 14:30 min.
Denaturace 97 °C 00:30 min.
Hybridizace (.Anneallng) 54°C 01:20 min.
(Data collection) 50 cykld
Syntéza 72 °C 00:15 min.
Hold 22°C 05:00 min.
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2) Nastaveni teplotniho profilu pro Master mix 4

Reverzni transkripce 50 °C 30:00 min.

Pocatecni denaturace 95 °C 14:30 min.

Denaturace 97 °C 00:30 min.

Hybridizace (.Anneallng) 58°C 01:10 min. 50 cykld
(Data collection)

Hold 22 °C 05:00 min.

Pfed zahajenim real time PCR reakce musi byt nastaveno:

o \Vyberete potiebné filtry (FAM, HEX a Cy5)

e Urcete vzorky, pozitivni a negativni kontroly
e Nastavte spravné teplotni profily

e Spustte experiment

10. ANALYZA

Po skonceni teplotnich rezim( software Real-Time PCR pfistroje automaticky vyhodnoti kfivky a

threshold.

Ptiklad amplifikacni kfivky uveden v Obr. 1.
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Obr. 1. Amplifikac¢ni kfivka kitu Bosphore® HCV Genotyping Kit v3

Analyza a hodnoceni vysledk by mélo byt provedeno vyskolenou osobou pro analyzu real time PCR
dat. Je doporuceno vysledky testu hodnotit ve spolupréci s Iékafem, s klinickymi nalezy pacienta a

dalsimi vysledky test(.

Vsechny analyzy jsou provadény v rutinnim provozu. Nicméné pokud se vyskoleny personal, ktery ma
pozadované skoleni od vyrobce, rozhodne snizit threshold co nejnize pro detekci slabé pozitivnich
vzork(, je nezbytné vénovat pozornost udrZzeni threshold krivky nad pozadim.

Vysledky testu by nemély byt interpretovany, pokud neni detekovana amplifikace interni kontroly
u negativnich vzorkll. Kontaktujte prosim vyrobce v ptipadé, Ze byly pozorovany potize se
stanovenim. (Kontaktni Udaje naleznete na posledni strané).
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Vzorky, které presahuji hodnotu threshold v kanalech FAM, HEX a Cy5 jsou uvedeny jako pozitivni/
negativni. Vzorky, které nepresahly threshold, jsou oznaceny , No Ct“. Tyto vzorky jsou povazovany za
negativni nebo s virovou nalozi nizsi nez je detekéni limit tohoto testu. U téchto vzorkd by méla byt
zkontrolovana interni kontrola (Cy5 data) pro vylouceni falesné negativity.

Tabulka moznymi vysledky a jejich interpretace:

Master mix TAM Kanal |(-|CEF)1(anneI) o5 Vysledek
1 + - +/- HCV 4
1 - + +/- HCV 1b
1 - - - Test musi byt opakovan.
) + _ +/- HCV 1a
2 - + +/- HCV 2
2 i i i Test musi byt opakovan.
3 none + +/- HCV 3
3 none - - Test musi byt opakovan.
4 + none +/- HCV 1 (1c,d, e, f, g h,1,j, k)
4 - none - Test musi byt opakovan.
5 - + +/- HCV6
5 + - +/- HCV5
5 i i i Test musi byt opakovan.

11. SPECIFIKACE

11.1. Senzitivita

ktery je spresnosti detekovan. Detekéni limit samostatného analytického postupu je nejnizsi
mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku, kterou Ize detekovat, ale neni nezbytné nutna kvantifikace na
pfesnou hodnotu. Analytickd senzitivita a detekéni limit NAT analyzy je 95 % pozitivni cut-off
hodnoty.

Analyticky detekéni limit kitu kitu Bosphore® HCV Genotyping Kit v3 je 1x10” IU/ml (p=0,05).
Senzitivita byla stanovena pomoci sériového fedéni RNA standardd kalibrovanych WHO pro HCV RNA
NAT analyzu (NIBSC Code 06/100). Redéni bylo testovano v nékolika testovéni a opakovéni. Vysledek
byl analyzovan pomoci probit analyzy.
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11.2. Detekce genotypu

Efektivita detekce a kvantifikace riznych genotyp(i byl srovnavana se sekvenovanim a real time PCR
testem za pouziti Worldwide HCV Performance Panel WWHV302 (M) (Seracare). Byly testovany
nasledujici genotypy, které byly stanoveny jako pozitivni.

Panel Genotyp HCV (FAM)
1 1b +
2 la +
3 1b +
4 2a/2c +
6 3b +
8 3a +
10 4 +
11 4 +
12 5a +
14 6a +

Vv

11.3. ZkfiZzena reaktivita

Zdivodu eliminace zkfizené reaktivity byly pouZity jak podklady pro navrieni testu, tak
experimentalni studie. Sekvence primerl a sond byly studovany pro zjisténi pfipadnych homologii
s dalsimi sekvencemi jinych patogen(i a srovnavany za pouZiti databdzi. Byly testovany vysoce
pozitivni vzorky s HIV, HDV, HBV a shledany jako negativni.
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13. SYMBOLY

Pouzitelné do 9,

=
Sarie
Katalogové ¢islo
Uchovavejte pfi h’
Dbejte pokyni k pouZziti A
Vyrobce d
In vitro diagnosticky test
14. KONTAKT
Vyrobce Dodavatel
Anatolia Geneworks GALIl spol. sr.o.
Egitim Mh. Kasap Ismail Sk. Ke Stadionu 179
No:10/23 Kadikoy 34722 513 01 Semily
ISTANBUL-TURKEY Czech Republic
T+90216 33004 55 T+ 420481689 050
F+90 2163300042 F+ 420481689 051
info@anatoliageneworks.com info@gali.cz
www.anatoliageneworks.com www.gali.cz

Registrovana znacka: Anatolia Geneworks® Montania®, Magnesia® and Bosphore® jsou registrované
znacky Anatolia Tani ve Biyoteknoloji. A.S.
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